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RESUMO

Introducdo: Ha diferentes formas de classificacdo da hanseniase. A classificacdo operacional
da Organizacdo Mundial da Saude diferencia pacientes paucibacilares (com até cinco lesdes
de pele) e multibacilares (seis ou mais lesdes). E preconizada pelo Ministério da Saude e
define o esquema terapéutico. A classificacdo de Ridley e Jopling diferencia os pacientes
conforme sua apresentacdo clinica, histopatoldgica, baciloscopica e imunoldgica e é a
classificacdo cientifica mais utilizada. Apesar da praticidade, diferentes autores apontaram
falhas na classificacdo operacional, quando comparada a classificacdo de Ridley e Jopling,
especialmente discrepancias em relagdo a diferenciacdo dos pacientes em paucibacilares e
multibacilares. Muitos pacientes considerados multibacilares por meio da classificacdo de
Ridley e Jopling sdo erradamente classificados como paucibacilares por meio da classificacdo
operacional. Com isto, pode-se incorrer em tempo insuficiente de tratamento, subestimativa
de risco de sequelas associadas a doenca e dificuldade para o controle epidemioldgico da
hanseniase, que é calcado, sobretudo, no tratamento precoce e adequado dos pacientes. Por
outro lado, diferentes autores tém demonstrado que a classificagdo de Ridley e Jopling, apesar
de mais completa, apresenta consideravel discordancia entre seus componentes clinico e
histopatologico. Objetivo: Este trabalho teve por objetivo comparar diferentes formas de
classificacdo da hanseniase e avaliar diferentes marcac6es imuno-histoquimicas de linfdcitos
e macréfagos nas lesdes de pele de pacientes com diferentes formas da doenca. Este estudo
foi projetado considerando-se que a abordagem histopatoldégica associada a
imunofenotipagem in situ de células inflamatorias nas lesbes pode trazer avangos ao
entendimento das bases racionais classificatorias da hanseniase. Métodos: Participaram deste
estudo pacientes com o diagndstico recente de hanseniase, atendidos no Hospital Eduardo de
Menezes, da Fundacdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais. Os pacientes foram submetidos
a biopsia de pele de uma das lesdes e o material foi processado, no Laboratério de
Neuroimunopatologia Experimental do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, para
coloragbes HE, Wade, Azul da Prdssia e imuno-histoquimica (CD3, CD4, CD8, CD62L,
CD68, CD14, CD16, CD163, L1). Resultados: Foram incluidos 53 pacientes, com as
diferentes formas de hanseniase. A concordancia entre a classificacdo operacional e a
classificacdo utilizada no servigo de referéncia (classificacdo de Ridley e Jopling acrescida da
recomendacdo de que a baciloscopia positiva, mesmo isoladamente, categoriza o paciente
como multibacilar) foi moderada (kappa=0,49). A contagem do ndmero de lesdes
superestimou 0 numero de pacientes multibacilares (42,9% x 38,8%) e classificou como
paucibacilares 26,3% dos pacientes considerados multibacilares pela classificacdo do servigo
de referéncia. A concordancia plena entre o componente clinico e o componente
anatomopatoldgico da classificacdo de Ridley e Jopling ocorreu em apenas 46,9% dos casos.
Na imunofenotipagem do infiltrado inflamatério das lesdes de pele, a relacdo de células
CD4*/CD8* marcacdo de células CD8" foi mais condizente com o classico paradigma
Th1xTh2 que cada uma das marcagOes para linfocitos isoladamente. A marcacdo para CD163
representou melhor a variagdo fenotipica dos macréfagos envolvidos com o processo
inflamatdrio das diferentes formas de hanseniase do que as marcacgdes para CD68, CD62L,
CD14, CD16, L1 e ferro. Conclusoes: a classificacdo operacional superestima o numero de
pacientes multibacilares, mas, mesmo assim, apresenta alta taxa de “falsos-paucibacilares”. A
discordancia entre os componentes clinico e histopatoldgico da classificacdo de Ridley e
Jopling geralmente ndo altera o estado bacilar (pauci/multi) dos pacientes e parece advir de
uma imprecisdo dos critérios anatomopatoldgicos da chave utilizada para a classificacéo
histopatologica. A marcacdo para macréfagos M2 CD163" é a que mais guardou relacdo com
o paradigma Th1lxTh2 no infiltrado inflamatorio das lesdes de diferentes formas de
hanseniase, mas sua quantificacdo, isoladamente, ndo permite pormenorizar os pacientes de
modo a acrescentar objetividade aos critérios histopatoldgicos de Ridley e Jopling.



ABSTRACT

Introduction: There are different leprosy classification methods. World Health
Organization’s operational classification differentiates patients in paucibacillary (with up to
five skin lesions) and multibacillary (six or more lesions). This classification is recommended
by the Ministry of Health of Brazil and facilitates the choice of the drug regimen to be
used. The Ridley and Jopling classification differentiates patients according to their clinical,
histopathological, bacteriological and immunological presentation and is the most widely used
scientific classification. Despite the undeniable practicality, different authors have pointed out
flaws in the operational classification, compared to Ridley and Jopling classification,
especially discrepancies regarding the differentiation of patients with paucibacillary and
multibacillary leprosy. Many patients considered multibacillary by Ridley and Jopling
classification are erroneously classified as paucibacillary by the operational
classification. This mistake may result in inadequate treatment duration, underestimation of
the sequelae risk associated with the disease and difficulty for the epidemiological control of
leprosy, since it is especially underpinned in the early and proper treatment of patients. On the
other hand, different authors have shown that the Ridley and Jopling classification, though
more complete, presents considerable disagreement among its clinical and histological
components. Objective: This study aimed to compare different leprosy classification methods
and evaluate lymphocytes and macrophages immunohistochemistry in biopsies of different
forms of leprosy. It was designed considering that the histopathological approach with in situ
immunophenotyping of inflammatory cells in the lesions can bring advances in the
understanding of the rational grounds of leprosy classification. Methods: The study included
patients with newly diagnosed leprosy seen at the Eduardo de Menezes Hospital (Hospital
Foundation of Minas Gerais State). Patients underwent skin biopsy and the material was
processed in the Neuroimmunopathology laboratory of UFMG Institute of Biological
Sciences for HE, Wade, Prussian blue and immunohistochemistry (CD3, CD4, CD8, CD62L,
CD68, CD14, CD16, CD163, L1) staining. Results: 53 patients were included, with different
forms of leprosy. The agreement between the operational classification and the classification
used in the reference service (Ridley and Jopling classification plus the recommendation that
the skin slit smear positivity, even alone, categorizes the patient as multibacillary) was
moderate (kappa = 0.49). The operational classification overestimated the number of MB
patients (42.9% vs. 38.8%) and classified as paucibacillary 26.3% of patients considered
multibacillary the reference service classification. The full concordance between the clinical
and pathological components of the Ridley and Jopling classification occurred in only 46.9%
of cases. In the immunohistochemical study, the ratio of CD4"/CD8" cells was more
consistent with the classic paradigm ThixTh2 than the CD3, CD4 or CD8 markings
alone. The CD163 positivity represented better the phenotypic variation of macrophages
involved in the inflammatory process of different forms of leprosy than the markings for
CD68, CD62L, CD14, CD16, L1 andiron. Conclusions: The operational classification
overestimates the number of MB patients, and it has a high rate of "false-paucibacillary"
patients. The disagreement between the clinical and histopathological components of Ridley
and Jopling classification generally does not change the patient bacillary state (pauci / multi)
and appears to result from an inaccuracy of the pathological criteria of the key used for
histopathological classification. M2 CD163" macrophages presented the better relationship
with the Th1xTh2 paradigm in the lesions of different forms of leprosy, but its quantification,
alone, does not detail the patients enough in order to add objectivity to the histopathological
criteria of the Ridley and Jopling classification.
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ABREVIATURAS E SIGLAS

CD Cluster of differentiation
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1. INTRODUCAO

1.1. JUSTIFICATIVA
1.1.1. O PRIMEIRO TRABALHO

Os estudos sobre hanseniase realizados no laboratorio de Neuroimunopatologia Experimental
(NIPE) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
focaram, inicialmente, a correla¢do entre os resultados dos testes de sensibilidade térmica e a
densidade de inervacao nas lesdes e na pele contralateral de pacientes com a doenca. Partiu-se
do conceito de que, nas lesbes da hanseniase, a perda de sensibilidade tatil, mediada por fibras
grossas mielinizadas tipo A-beta, é precedida pela perda de sensibilidade térmica, mediada
por fibras finas mielinizadas tipo A-delta e finas ndo mielinizadas tipo C. Na prética, isso
implica que o exame de sensibilidade térmica de uma lesdo suspeita seja um critério

fundamental para que se estabeleca mais precocemente o diagnéstico de hanseniase.

Na dissertacdo de mestrado do autor desta tese, para a quantificacdo da sensibilidade térmica
na pele de pacientes com hanseniase, foi empregado um moderno analisador termo-sensorio
para a realizacdo do teste quantitativo de sensibilidade térmica (TQST). Paralelamente, foi
realizado o estudo morfoldgico da inervacdo cutanea dos pacientes por meio de coloracdo
imuno-histoquimica com anticorpo anti-PGP 9.5 (protein gene product), para evidenciagdo de
terminacbes nervosas finas intraepidérmicas e dérmicas. Os poucos trabalhos até entdo
disponiveis na literatura indexada, empregando o estudo morfoldgico de fibras nervosas finas
cuténeas em pacientes com hanseniase, ja haviam constatado uma diminuicdo da densidade
das fibras finas dermo-epidérmicas nas lesdes da doenca e uma associacao entre esta reducao
e 0 aumento dos limiares de deteccdo de calor e frio destes pacientes. Todavia, ainda nao
haviam sido especificados detalhes técnicos importantes sobre a metodologia empregada no
TQST e somente haviam sido empregados meétodos semi-quantitativos de avaliacdo de

densidade de fibras nervosas cutaneas.

Dessa forma, na dissertacdo de mestrado, foi avaliada a correlagdo entre o grau de
comprometimento da sensibilidade térmica avaliada por meio do TQST e o grau de

diminuicdo da densidade de fibras nervosas finas na pele de pacientes com hanseniase. Vinte
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e dois pacientes tiveram lesdo e pele contralateral clinicamente normal avaliadas. Os
resultados, publicados em dezembro de 2012, no final do primeiro ano de doutorado (Anexos,
9.1), demonstraram diferenca significativa entre lesdes e pele normal contralateral em relacéo
aos limiares de deteccdo de frio, calor e dor induzida por frio e calor. A diferenca absoluta
média para estes limiares foi de, respectivamente, 9,2°C; 6,0°C; 5,5°C e 4,2°C. Como
esperado, a marcacgao imuno-histoquimica das bidpsias de lesdes demonstrou uma importante
rarefacdo de fibras intraepidérmicas e subepidérmicas em relacdo as biopsias de pele normal
contralateral. Em média, a densidade de fibras subepidérmicas e intraepidérmicas mostrou
reducdo de 79.5% (DP = 19,6) e 80,8% (DP = 24,9), respectivamente.

Foi observada boa correlacdo entre o déficit de fibras intraepidérmicas e o déficit de fibras
subepidérmicas. Todavia, ndo foi possivel detectar a existéncia de correlacdo entre as
variaveis representativas de déficit de inervacdo cutdnea e as varidveis representativas de
déficit de sensibilidade térmica, uma vez que a rarefacdo de fibras finas cutaneas foi
homogeneamente intensa em todos os pacientes, independente do grau de déficit sensitivo
apresentado. Esperava-se poder delinear um modelo matematico de predicdo da densidade de
fibras intraepidérmicas e subepidérmicas, tendo como base os resultados obtidos no TQST.
Todavia, apesar de aparentemente ébvia, ndo foi possivel detectar a existéncia de correlacao
entre as variaveis que representaram o déficit de inervacdo cutdnea e as variaveis que
representaram o déficit de sensibilidade térmica. De fato, a analise descritiva das variaveis ja
antecipava, por meio da observacao cuidadosa de seus coeficientes de variacdo, que o grau de
déficit sensitivo havia variado significativamente entre os participantes, enquanto a rarefacao

de fibras finas cutaneas havia sido homogeneamente intensa em todos eles.

Ha diferentes hipOteses para explicar a auséncia de correlacdo entre as varidveis de
sensibilidade térmica e as variaveis de quantificacdo de fibras neurais. Primeiramente, é
possivel que as variacOes detectadas nos limiares de sensibilidade térmica estudados
estivessem relacionadas a variacGes da densidade de inervacdo de camadas da pele mais
profundas que as camadas epiderme e derme papilar superficial estudadas. Todavia, a
quantificacdo neural em regides mais profundas da pele de bidpsias de lesdes de hanseniase
mostrou-se inadequada em virtude da irregularidade da densidade do infiltrado inflamatorio
em derme media e profunda existente nestas lesdes e a intensidade de marcac6es inespecificas
obtidas com a coloragdo imuno-histoquimica para PGP 9.5 na derme média e profunda de

nossas biopsias. Em segundo lugar, é possivel que a falta de correlacdo se deva a um
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comprometimento funcional de terminagdes nervosas nas lesdes cutineas de hanseniase,
mesmo diante da integridade anatémica imuno-histoquimica da inervacdo cutanea. Para
investigar esta possibilidade, seria importante a analise ultraestrutural qualitativa de
terminacbes nervosas finas intraepidérmicas e dérmicas superficiais, a investigacdo da
expressao imuno-histoquimica de neurotransmissores envolvidos no controle da sensibilidade
térmica e o estudo da expressdo de citocinas inflamatdrias. Esses fatores podem estar
relacionados com o comprometimento funcional de terminacdes nervosas cutaneas. Ao longo
do processo de recrutamento de voluntarios para as pesquisas de mestrado e doutorado foi
possivel armazenar material proveniente de bidpsias de pele de lesbes de pacientes com
hanseniase bem como de pele contralateral livre de lesbes para que futuras pesquisas no
laboratério NIPE abordem estas questfes. Este banco de pele de pacientes com hanseniase

estd armazenado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.

De qualquer forma, a mesma rarefagdo intensa e homogénea de inervagdo, que
matematicamente responde pela auséncia de correlacdo entre as variaveis de sensibilidade
térmica e de quantificacdo neural, valorizou a quantificacdo de fibras neurais finas cutaneas
como um possivel método diagnostico para hanseniase. Sabe-se que os testes de sensibilidade
térmica sdo dependentes da capacidade de os pacientes responderem corretamente as
instrucbes do examinador, o que pode tornar dificil sua realizagdo em criangcas ou em
pacientes com dificuldades cognitivas. Sabe-se, também, que o estudo anatomopatoldgico da
lesdo suspeita pode ter importancia definidora para o diagndstico, mas, isoladamente, nos
casos paucibacilares, em que geralmente ndo ha a visualizacdo da micobactéria, este exame é
considerado inespecifico. Tais dificuldades ainda ndo foram completamente corrigidas por
outros exames, como por exemplo, a pesquisa do microrganismo causador por meio das
técnicas de hibridizacdo in situ e de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que tém

demonstrado sensibilidade de 45,5% e 66,6%, respectivamente.

1.1.2. MOTIVACAO PARA O ATUAL TRABALHO

O trabalho de dissertacdo de mestrado demonstrou também que a intensidade de rarefacdo de
fibras neurais epidérmicas e dérmicas superficiais ndo variou conforme a forma de hanseniase
apresentada pelos pacientes. Ou seja, ndo houve associagdo estatistica entre o grau de
desnervacdo e a classificacdo apresentada pelos pacientes. Da mesma forma, também néo foi

encontrada correlacdo entre o grau de perda de sensibilidade térmica e a classificacdo clinico-



20

patoldgica apresentada pelos pacientes. Esperava-se que as lesGes cutaneas dos pacientes com
hanseniase da forma tuberculoide, classicamente descritas como anestésicas, apresentassem
desnervacao epidérmica e dérmica superficial nitidamente mais intensa que as lesdes da forma
indeterminada, nas quais, de forma incipiente e discreta, apenas a sensibilidade térmica
costuma estar afetada. Supondo-se que o padrdo inflamatdrio granulomatoso de células
epitelioides, tipico da forma tuberculoide e representativo de uma ativacdo imunolégica do
tipo celular, estivesse associado a uma desnervacdo cutanea mais intensa, esperava-se poder
descrever um comportamento da desnervacdo cutanea crescente, na seguinte sequéncia das
formas da doencga: indeterminada < virchowiana < dimorfa-virchowiana < dimorfa-dimorfa <

dimorfa-tuberculoide < tuberculoide.

Aventou-se a hipotese de que a falta de correlacdo entre o grau de desnervacdo cutanea e as
diferentes formas de hanseniase fosse devida a dificuldades inerentes ao método de
classificacdo utilizado em nosso trabalho, a classificacdo de Ridley e Jopling. Algumas vezes,
0s componentes clinico e histopatologico da classificacdo de Ridley e Jopling séo
discordantes, e a classificacdo final do paciente exige bom senso por parte do médico. O
objetivo fundamental pratico de qualquer forma de classificacdo de hanseniase é diferenciar
0s pacientes em multibacilares e paucibacilares de modo a permitir que sejam tratados com o
esquema de poliquimioterapia adequado. Esta estratégia previne recidivas e contribui para o
controle epidemioldgico, diminuindo a disseminacdo da doenca. Dessa forma, quando os
componentes clinico e histopatolégico da classificacdo de Ridley e Jopling sdo discordantes,
considera-se como sendo a forma apresentada pelo paciente aquele componente que se
aproxima mais do polo anérgico-multibacilar do espectro de apresentaces da hanseniase.

Em nossa amostragem, na dissertacdo de mestrado, alguns pacientes, por exemplo, eram
classificados inicialmente, com base nos critérios clinicos da classificacdo de Ridley e
Jopling, com uma das formas dimorfas do espectro, mas, posteriormente, suas biopsias
revelavam, com base nos critérios histopatologicos do mesmo sistema de classificagdo, a
forma indeterminada da hanseniase. Apesar desta discordancia clinico-patoldgica, ao fim,
estes pacientes foram classificados como apresentadores de uma das formas dimorfas, para

critérios praticos de tratamento e para critérios de classificagéo cientifica.

Todavia, nestes casos discordantes apresentados como exemplo, o infiltrado inflamatério das

biopsias era similar ao dos pacientes que definitivamente apresentavam a forma
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indeterminada da doenca e seu padrdo de desnervacdo cutdnea também mimetizava o padrdo
tipico dos pacientes com a forma indeterminada, mesmo que, ao fim, se tratasse de pacientes
da forma dimorfa. Foi levantada a hipotese de que a falta de correlacdo entre o grau de
desnervacdo e a classificacdo final de cada caso pudesse estar relacionada a este tipo de
discordancia clinico-patoldgica existente na classificacdo de Ridley e Jopling. De qualquer
forma nosso foco se dirigiu para estratégias de analise do nosso material que pudessem

contribuir para um melhor entendimento das bases racionais das classificagdes utilizadas.

Nossos trabalhos avangaram, portanto, para estudos realizados sobre a concordancia entre as
diferentes formas de classificacdo de hanseniase, incluindo a classificacdo de Ridley e
Jopling, a classificacdo de Madrid, a classificacdo baciloscopica, a classificacdo baseada no
namero de areas corporais afetadas por lesdes cutaneas e neurais e a classificacdo operacional
da Organizacdo Mundial da Salde (OMS). Os resultados, submetidos a publicacéo
(comprovante de submissdo e resposta aos revisores: Anexos, 9.2), demonstram que ha espaco
para melhoria dos sistemas de classificacdo existentes, seja para fins praticos, quando da
necessidade de definicdo do esquema terapéutico a ser utilizado, em areas remotas ou sem
assisténcia laboratorial, seja para fins cientificos, quando da necessidade de se classificar
adequadamente 0s pacientes, em consonancia com o0s aspectos clinicos, baciloscopicos,
histopatoldgicos e imunolégicos, que geralmente se superpdem como verdadeiros estratos,
guardando relacdo quase perfeita entre si, fazendo da hanseniase um modelo de doenca unico,
gue muito contribuiu para o desenvolvimento da imunologia e que, espera-se, muito ainda

podera se beneficiar dos avancos dessa Ultima.

Enfim, aproveitando-se deste reconhecido modelo para estudo da inflamacéo, a segunda parte
desta tese se aprofunda sobre os aspectos histopatoldgicos e imuno-histoquimicos do
infiltrado inflamatério das lesdes de hanseniase. A imunofenotipagem de linfocitos e
macrofagos, realizada em biopsias de pele de pacientes com as diferentes formas de
hanseniase, permite compreender melhor a biologia dessas células durante o processo
inflamatorio crénico da pele. Além disso, ja trazendo para a doenca parte dos beneficios
advindos do conhecimento que ela mesma ajudou a formar, a imunofenotipagem de linfocitos
e, especialmente, macrofagos permite uma avaliagdo dos critérios histopatologicos da
classificacdo de Ridley e Jopling a luz de novos marcadores celulares relacionados ao

paradigma imunologico ThixTh2, definidor do espectro hanseniase.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ADOENCA

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa, provocada pelo Mycobacterium leprae, de
evolucdo croénica, insidiosa, que afeta particularmente a pele e os nervos periféricos. A doenca
tem alta infectividade, ou seja, infecta uma grande quantidade de pessoas, mas apresenta
baixa patogenicidade, pois poucas das pessoas infectadas adoecem. Ainda ndo se sabe
exatamente quais os fatores que levam a este comportamento epidemiolégico, mas, de modo
geral, sabe-se que a forma como o hospedeiro interage com o bacilo e produz sua resposta
inflamatdria esta envolvida com perfis de resisténcia e suscetibilidade a doenca. A lesédo
neural é a manifestagdo de maior morbidade, provoca deformidades fisicas que podem evoluir
para lesdes incapacitantes e permanentes e responde pela importancia histérica, social e
econdmica da doenca. Apesar de a patogénese da neuropatia na hanseniase ainda néo ter sido
completamente elucidada, sabe-se que tanto a reacdo imunoldgica do doente quanto uma

agressao direta pela micobactéria podem estar envolvidos.

A hanseniase € uma doenca de notificacdo compulséria, tem cura e o tratamento é fornecido
gratuitamente pelo Sistémica Unico de Saiude. A melhor estratégia para controle
epidemioldgico da doenca é a poliquimioterapia padronizada. Para tanto, sdo fundamentais o
diagndstico precoce e a cura dos casos diagnosticados. Neste sentido, 0 exame das pessoas
que constituem contatos dos pacientes indices é muito importante (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015).

2.2. EPIDEMIOLOGIA

Conforme os dados disponiveis em fevereiro de 2016, no Brasil, em 2014, 25.738 pessoas
estavam em tratamento para hanseniase, constituindo o “registro ativo” de pacientes com a
doencga. Em 2014, a taxa de prevaléncia foi de 1,27:10.000 habitantes e a taxa de casos novos

de 15,32:100.000 habitantes. Foram diagnosticados 31.064 casos novos da doenga (Figura 1).
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Uma queda na taxa de deteccdo de casos novos vem sendo detectada ao longo dos anos,
comprovando a eficiéncia da poliquimioterapia para o controle epidemioldgico da hanseniase.
Da mesma forma, aponta para uma melhora da situacdo epidemioldgica a queda dos indices
de deteccdo da doenca em menores de 15 anos de idade (Figura 2). Todavia, as regides Norte,
Nordeste e Centro-Oeste ainda demonstram indicadores desfavordveis em relacdo as regides
Sul e Sudeste, atuando como &reas importantes para a manutencdo da transmissdo (Figura 3)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

No mundo, em 2013, 215.656 novos casos de hanseniase foram reportados a OMS. O pais que
reportou mais casos foi a india, com 126.913. Em segundo, veio o Brasil, com 31.044 casos e,

em terceiro, a Indonésia, com 16.856 casos (WHO, 2014).
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Coeficiente de prevaléncia p/ 10.000

D 0.00 sem casos notificados
El 0.00 --| - 1.00 - Baixo
D 1.00 --| - 5.00 - Médio
D 5.00 --| - 10.00 - Alto

D 10.00 --| - 20.00 — Muito alto

>=20.00 - Hiperendémico
Fonte: Sinan/SVS-MS -

Figura 3 — Coeficiente de prevaléncia de hanseniase por municipio em 2013.

Fonte: Ministério da Saude.

Disponivel em: http://portalsaude.saude.gov.br/images/pdf/2015/agosto/19/Informe-Campanha-2-
2015-maio.pdf

(Acesso em 20/01/2016)

2.3. DIAGNOSTICO

O diagnostico de hanseniase é essencialmente clinico e epidemiolédgico, embasado no exame
dermatoneuroldgico de pacientes com lesfes de pele suspeitas ou comprometimento de nervos
periféricos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Conforme a portaria do Ministério da Sadde
n°® 3.125, de 7 de outubro de 2010, que aprova as Diretrizes para Vigilancia, Atencdo e
Controle da Hanseniase, considera-se caso de hanseniase o paciente que apresenta um ou

mais dos seguintes sinais cardinais:

- Leséo (Bes) e/ou area (s) da pele com alteracdo de sensibilidade.
- Acometimento de nervo(s) periférico(s), com ou sem espessamento, associado
a alteracOes sensitivas e/ou motoras e/ou autonémicas.

- Baciloscopia positiva de esfregago intradérmico.
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2.4. CLASSIFICACAO DOS PACIENTES

Todo paciente diagnosticado com hanseniase deve ser classificado para que se defina o
esquema terapéutico a que sera submetido. Os casos multibacilares recebem a
poliquimioterapia padronizada, com rifampicina, dapsona e clofazimina, por doze meses. Os
casos paucibacilares recebem a poliquimioterapia padronizada, com rifampicina e dapsona,

por seis meses.

A classificagdo preconizada pela OMS e utilizada no Brasil é a classificagdo operacional, que
divide os pacientes em paucibacilares, quando apresentam até cinco lesbes de pele, e em
multibacilares, quando apresentam seis ou mais lesdes de pele (WHO, 2012). O Ministério da
Saude recomenda que, sempre que possivel, seja realizada a baciloscopia de esfregaco
dérmico como forma de auxiliar a classificacdo dos pacientes. Quando positiva,
independentemente do valor logaritmico semi-quantitativo avaliado, a baciloscopia classifica
0 paciente como multibacilar (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

A indicacédo da baciloscopia como forma de auxiliar a classificagdo dos pacientes é um tema
controverso. Para a OMS a baciloscopia positiva € um dos critérios cardinais para o
diagndstico, mas ndo deve ser utilizada para a classificacdo dos pacientes. De fato, o ponto
forte da classificacdo operacional da OMS ¢é prescindir de locais para coleta de esfregaco
dérmico e de laboratorios para a coloracdo e leitura das laminas de baciloscopia, facilitando o
trabalho de campo (WHO, 2004).

Apesar de a classificacdo operacional ser a preconizada para a defini¢do terapéutica, ela ndo €
a mais frequentemente utilizada em estudos cientificos. As manifestacGes clinicas e
histopatoldgicas da hanseniase guardam uma importante relagdo com o estado imunoldgico
dos pacientes e compdem um espectro de apresentacdes patologicas complexo demais para

ser representado em sua totalidade pela dicotomia da classificacdo operacional.

As diferentes apresentacgdes clinicas da doenca estdo correlacionadas com padrdes distintos de
resposta imunologica e variam de uma forma localizada e ndo-contagiosa, caracterizada por
vigorosa resposta imune celular, até uma forma difusa e contagiosa, caracterizada pela
substituicdo de resposta imune celular especifica por exuberante resposta humoral. Entre esses

extremos, formas clinicas intermediarias traduzem um espectro de variacfes deste balanco
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celular-humoral da resposta imunoldgica suscitada pela micobactéria, dependendo do
hospedeiro em que se encontra. Classificar a hanseniase conforme estas nuangas permite
prognosticar melhor a evolugdo dos pacientes, avaliar seu potencial para disseminacdo da
doenca e padronizar a elaboracdo e divulgacdo de estudos cientificos e epidemioldgicos
(LOCKWOOD et al., 2007). Com este intuito, diferentes classificagbes foram propostas ao
longo dos anos.

A classificacdo de Madrid, apresentada no VI Congresso Internacional de Hanseniase de
Madrid em 1953, leva em conta morfologia das lesdes cutaneas, manifestacdes neuroldgicas e
baciloscopia dérmica (FERNANDEZ, 1954). Esta classificacdo, de valor histdrico, divide a
doenca em duas formas polares estaveis, tuberculoide e virchowiana, e duas formas instaveis,
indeterminada e dimorfa, que podem evoluir para uma das formas polares na dependéncia da
resposta imunoldgica do doente. A classificacdo de Madrid foi significativa, ainda que nédo
fundamental, para as recomendagfes da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) prevalentes
até 2002 (WHO, 1998; LOCKWOOD et al., 2007).

A classificacdo de Ridley e Jopling, de 1966, estreita a correlacdo entre as manifestacdes
clinico-patoldgicas e o estado da resposta imunoldgica dos doentes e visa a padronizacdo das
classificagcOes para fins de pesquisa (RIDLEY, 1974; GOULART e GOULART, 2008). Marca
duas formas polares estaveis, tuberculoide (TT) e virchowiana (VV), e subdivide as formas
intermediarias, imunologicamente instaveis, em dimorfa-tuberculoide (DT), dimorfa-dimorfa
(DD) e dimorfa-virchowiana (DV). A forma indeterminada (IND) é aquela por meio da qual a
doenca se inicia, sua fase precoce, em que a inflamacdo cutanea é discreta. A classificacdo de
Ridley e Jopling leva em consideracdo os aspectos clinico-morfolégicos das lesdes, 0s
achados histopatolégicos da biopsia, o resultado da baciloscopia dérmica e o resultado da

intradermoreacédo de Mitsuda.

Apesar de a classificacdo da OMS se mostrar um sucesso do ponto de vista operacional,
diferentes trabalhos apontam suas falhas (PARDILLO et al., 2007; CAVALCANTI et al.,
2012; GUPTA et al., 2012; SANTOS et al., 2013). Em um estudo realizado na india, com 100
pacientes, 31,6% dos considerados paucibacilares pela classificacdo operacional tinham
baciloscopia positiva ou exame anatomopatolédgico caracteristico de formas multibacilares e
teriam sido insuficientemente tratados se classificados apenas conforme o nimero de lesdes
cuténeas (GUPTA et al., 2012).
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Imperfeicbes ndo sdo exclusividade da classificacdo operacional baseada na contagem das
lesdes de pele. Os estudos sobre a classificagdo de Ridley e Jopling, por exemplo,
demonstram grande variacdo de concordancia entre 0s componentes clinico e histopatologico
envolvidos no sistema (RIDLEY e JOPLING, 1966; SEHGAL et al., 1980; CREE et al.,
1988; BHATIA et al., 1993; KAUR et al., 1993; MOORTHY et al., 2001; SHARMA et al.,
2008; MATHUR et al., 2011; MANADHAR et al., 2013). Em um estudo realizado na india,
envolvendo 303 pacientes multibacilares, os autores observaram que, dos 178 pacientes
clinicamente classificados com a forma DT, 73 (41%) foram reclassificados com outras
formas por meio do exame histopatologico, sendo que dois destes pacientes foram
reclassificados com a forma VVV e 32 com a forma IND (LOCKWOOD et al., 2012).

2.5. ASPECTOS CLINICOS E BACILOSCOPICOS DAS DIFERENTES FORMAS DE
HANSENIASE

2.5.1. FORMA INDETERMINADA

Nesta forma clinica, as lesdes sdao maculas hipocrdmicas com alteracdo de sensibilidade ou
apenas areas de hipoestesia na pele sem alteracdes a ectoscopia. As lesGes sdo encontradas em
pequeno numero e frequentemente somente a sensibilidade térmica encontra-se alterada. N&o
ha comprometimento de nervos periféricos. A baciloscopia dérmica é negativa. E considerada
a primeira manifestacdo clinica da hanseniase e, ap0s periodo que varia de poucos meses a
anos, ocorre evolucdo para cura, em até 75% dos casos, ou para outra forma clinica
(ARAUJO, 2003; AGRAWAL et al., 2005; WALKER e LOCKWOOD, 2007).

2.5.2. FORMA TUBERCULOIDE

Nesta forma, ha lesdes de margens bem delimitadas, em numero reduzido, anestésicas e de
distribuicdo assimétrica. Geralmente tomam a forma de placas compactas ou formas anulares
em que as bordas sdo papulosas e 0 centro eritematoso ou hipocrdmico. O espessamento dos
nervos perifericos é precoce e pode evoluir com dano neural precoce e grave. Geralmente 0s
nervos afetados situam-se em regides proximas as lesdes. A baciloscopia é negativa. As
formas TT e IND constituem as formas paucibacilares da hanseniase (MOSCHELLA, 2004;
WALKER E LOCKWOOD, 2007).
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2.5.3. FORMA VIRCHOWIANA

Esta forma multibacilar corresponde ao polo de baixa resisténcia, em que os pacientes
apresentam imunidade celular deprimida para M. leprae. Acredita-se que possa evoluir da
forma IND ou se apresentar como tal desde o inicio. Ha infiltracdo progressiva e difusa da
pele, mucosas das vias aéreas superiores, olhos, testiculos, nervos e mesmo de outros 6rgdos
como linfonodos, figado e bago. Observam-se papulas, nédulos e maculas. A pele torna-se
brilhante, xerética e pode adquirir tonalidade semelhante a do cobre. Ha rarefacdo dos cilios e
supercilios. O acometimento de nervos periféricos € lento, simétrico e progressivo e 0s
pacientes ndo tratados sofrerdo deficiéncias funcionais e sequelas tardias. A baciloscopia
dérmica é fortemente positiva (ARAUJO, 2003; MOSCHELLA, 2004).

2.5.4. FORMAS DIMORFAS

Representam as formas de instabilidade imunoldgica, o que se traduz em grande variacdo de
manifestacdes clinicas. As lesdes sdo numerosas e sua morfologia mescla aspectos das formas
polares, TT e VV. Geralmente 0s pacientes apresentam placas eritematosas, maculas
hipocromicas de bordas ferruginosas, maculas eritematosas ou acastanhadas. As lesdes
anulares costumam apresentar delimitacdo interna nitida e delimitacdo externa imprecisa e sdo
chamadas foveolares. A neuropatia € precoce, assimétrica e as incapacidades fisicas
decorrentes sdo comuns. A baciloscopia pode ser negativa ou positiva (MOSCHELLA, 2004;
LOCKWOOD et al., 2007).

2.5.5. SURTOS REACIONAIS

Surtos reacionais sdo reacOes inflamatdrias sofridas pelos doentes durante o curso crénico da
hanseniase. Seu reconhecimento é muito importante para a estratégia de prevencdo de
incapacidades fisicas pois, durante os surtos, a neurite periférica € mais comum. Podem
assumir diferentes caracteristicas. Os tipos mais importantes sdo reacdo reversa ou reagao do
tipo 1 e eritema nodoso da hanseniase ou reagdo do tipo 2. Podem ser desencadeados por
infeccdes intercorrentes, vacinacdo, gravidez, medicamentos, estresse fisico ou psicolégico.
Podem anteceder o diagnostico de hanseniase, surgir durante o tratamento ou mesmo apdés a
alta do paciente. A reagdo do tipo 1, mais comum na forma dimorfa, € mediada por imunidade

celular e se caracteriza por piora das lesdes pré-existentes, que se tornam mais edemaciadas e
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eritematosas. Podem surgir lesbes novas a distancia e neurites sdo frequentes, podendo até
mesmo ser a Unica manifestacdo clinica. A reagdo do tipo 2, que ocorre nas formas VV e
dimorfa, € mediada por imunidade humoral e desencadeada por deposicdo de
imunocomplexos. E tipico o eritema nodoso hansénico, caracterizado por no6dulos
eritematosos dolorosos localizados em qualquer regido da pele. Pode haver neurite, orquite,
epididimite, irite, iridociclite, artrite, linfadenite, proteindria e dano hepatico.

2.6. ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS DAS DIFERENTES FORMAS DE
HANSENIASE

2.6.1. FORMA INDETERMINADA

Os casos de forma IND demonstram, ao estudo anatomopatolégico com coloracao
hematoxilina-eosina (HE), infiltrado inflamatorio linfohistiocitico superficial e profundo com
sugestiva triplice distribuicdo, ou seja, de localizacdo perivascular, perianexial e perineural
(Figura 4, A e B). Geralmente ndo sao encontradas micobactérias ao estudo com coloracgéo de
Wade (RIDLEY, 1974).

2.6.2. FORMA TUBERCULOIDE

Os casos de forma TT apresentam infiltrado inflamatdrio composto por granulomas de células
epitelioides, acompanhados de abundantes linfocitos. Nestes casos, podem estar presentes
sinais de resposta imunolégica celular hiperérgica: erosdo epidérmica ou necrose caseosa de
filete nervoso ou a combinacdo de presenca de células gigantes e auséncia de zona
subepidérmica hipocelular (Figura 4, B e C). O indice baciloscopico histolégico destes
pacientes é zero (RIDLEY, 1974).

2.6.3. FORMA DIMORFA-TUBERCULOIDE

As lesbes dos pacientes classificados com forma DT também apresentam a microscopia um
infiltrado inflamatorio composto por granulomas de células epitelioides. Como regra, séo
vistos quantidade moderada de linfécitos e, por vezes, células gigantes (Figura 4, D e E).

Todavia, estas lesdes ndo apresentam, conjuntamente, estas duas Ultimas caracteristicas e
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auséncia de zona subepidérmica hipocelular, uma vez que esta triade de combinacédo direciona
para a classificacdo TT (RIDLEY, 1974). O indice baciloscopico varia de zero a dois.

Figura 4: Microfotografias de laminas utilizadas para a classificacdo de Ridley e Jopling — TT/DT/IND (HE).
A/B- Forma indeterminada: infiltrado linfohistiocitico de distribuicdo perianexial, perivascular, perineural.
C/D- Forma tuberculoide: infiltrado granulomatoso de células epitelioides com a presenca de células gigantes
e acometimento de um filete neural, com necrose caseosa. E/F- Forma dimorfa-tuberculoide: infiltrado
granulomatoso semelhante ao da forma tuberculoide, mas que permite o discernimento de estreita zona
hipocelular subepidérmica. A/C: aumento de 40x. B/D/E/F: aumento de 100x. Fonte: imagens do NIPE.

2.6.4. FORMA DIMORFA-DIMORFA
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O diagndstico histopatologico da forma DD requer o encontro de granulomas de células
epitelioides, sem a presenca de células gigantes multinucleadas e com a presenca apenas

discreta e escassa de linfocitos. O indice baciloscopico varia de 3 a 4,5 (RIDLEY, 1974).

2.6.5. FORMA DIMORFA-VIRCHOWIANA

As lesdes de forma DV demostram infiltrado inflamatério predominantemente composto por
macrofagos e zona subepidérmica hipocelular. Raros aglomerados de células epitelioides séo
vistos e o infiltrado linfocitario € abundante em alguns casos (Figura 5, A e B). O indice

baciloscopico varia entre quatro e cinco (RIDLEY, 1974).

2.6.6. FORMA VIRCHOWIANA

Os casos classificados como forma VV tém em comum infiltrado inflamatério composto por
macrofagos espumosos, auséncia de células epitelioides, raros linfocitos e clara zona
subepidérmica hipocelular (Figura 5, C e D). O indice baciloscépico histologico destes
pacientes é de seis (RIDLEY, 1974).
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Figura 5: Microfotografias de laminas utilizadas para a classificagdo de Ridley e Jopling — DV/VV
(HE). A/B- Forma dimorfa-virchowiana: infiltrado predominantemente composto por macréfagos,
rico em linfocitos. C/D- Forma virchowiana: infiltrado predominantemente composto por
macréfagos espumosos e pobre em linfocitos. A/C: aumento de 40x. B/D: aumento de 100x. Fonte:
imagens do NIPE.
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2.7. A IMUNOFENOTIPAGEM DE LINFOCITOS

Os estudos em hanseniase contribuiram muito para o desenvolvimento da imunologia. Esta
revisdao da literatura a respeito do processo inflamatorio associado a hanseniase permite
acompanhar o desenvolvimento da propria imunologia e ser& detalhada nos préximos itens.
De forma resumida, os estudos da década de 1960 foram marcados pelos testes de
transformacédo linfocitaria, como os utilizados por Ridley quando da elaboracdo da
classificacéo de Ridley e Jopling. Os trabalhos da década de 1970 envolveram a diferenciacédo
entre linfécitos B (LB) e T (LT) no sangue periférico dos doentes. Um dos motivos mais
presentes entre 0s grupos de pesquisa era tentar explicar a anergia celular caracteristica dos

pacientes com a forma VV.

A década de 1980 foi marcada pelos estudos de imunofenotipagem das células inflamatorias
in situ nas lesbes de pele de hanseniase. Naquele momento, ja se colocava como maior desafio
a imunofenotipagem de subpopulacdes de linfécitos T, inicialmente, buscando-se a
diferenciacéo entre os linfocitos T-helper e T-supressores. A grande inovacdo dos trabalhos
daquela época foi a utilizacdo de marcadores antigénicos especificos para as subpopulactes
linfocitérias. O uso de eritrécitos de cabra para a formacgdo de rosetas eritrocitarias com o0s
linfocitos e macrofagos saiu de cena e deu lugar a imuno-histoquimica com anticorpos

especificos para o tipo celular desejado.

Ao conhecimento dos tipos celulares presentes nas lesfes de pele de hanseniase, somaram-se,
na década de 1990, as descobertas advindas do estudo das citocinas inflamatorias envolvidas
na resposta imunoldgica a micobactéria. Estudos feitos na pele dos pacientes com hanseniase
permitiram confirmar a existéncia, também no ser humano, do paradigma Thl x Th2,
postulado, poucos anos antes, com base em observagfes feitas em ratos. Este paradigma diz
respeito a existéncia de dois dicotdmicos perfis de citocinas e moldou a maneira de se
interpretar a resposta imunoldgica a microrganismos intracelulares. Células T produtoras de
IL-2 e INF-gama sdo denominadas Thl e induzem a atividade microbicida de macréfagos,
conferindo resisténcia a infec¢do. Por outro lado, células T produtoras de IL-4, IL-5 e I1L-10
séo denominadas Th2 e estimulam a resposta humoral, a0 mesmo tempo em que suprimem a
imunidade mediada por células (MOSMANN et al., 1986; MODLIN et al., 1994).
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Na década de 2000, foram publicadas boas revisdes sobre o conhecimento acumulado nos
anos anteriores. Naquele momento, apesar de os trabalhos novos sobre linfocitos T
diminuirem em quantidade, as pesquisas sobre a importancia de outros tipos celulares
ganharam forca. S8o0 da década de 2000 os estudos sobre a importancia dos LB e dos
mastécitos nas lesdes de pele da hanseniase. Aprofundou-se o conhecimento sobre as

citocinas envolvidas e seus receptores.

Mais recentemente, na atual década de 2010, especial atengédo tem sido dada a uma populacéo
especifica de linfdcitos T, os linfdcitos T reguladores (Tregs), importantes para regulacdo da
auto-reatividade cutanea, do controle inflamatério em doengas inflamatorias cronicas e da
imunossupressdao em  tipos especificos de leishmaniose tegumentar americana.
Concomitantemente, especial atencdo tem sido dada aos macrdfagos presentes nas lesbes

cutaneas de hanseniase, seus subtipos e suas funcoes.

2.7.1. ESTUDOS EM SANGUE PERIFERICO PRECEDERAM ESTUDOS IN SITU

Os primeiros trabalhos sobre imunofenotipagem de linfocitos em hanseniase focaram as
diferengas numéricas entre as populacdes B e T no sangue periférico dos pacientes. Naquela
época ja se sabia que os linfonodos dos pacientes com a forma VV, examinados em
necropsias, apresentavam substituicdo da regido paracortical por histiocitos. Sabia-se,
também, que o sangue periférico destes pacientes era rico em imunoglobulinas. A contagem
de linfdcitos era feita de acordo com a formacdo de rosetas eritrocitarias. Os LT formam
rosetas com eritrocitos de ovelha. Os LB formam rosetas com eritrécitos humanos

sensibilizados com a fracdo C3 do complemento ou com anticorpos.

Em 1973, Gajl-Peczalska et al. quantificaram os LB no sangue periférico de nove pacientes
com a forma VV e encontraram aumento absoluto e relativo de LB, de 60 a 85%, em cinco
dos pacientes. Os autores atribuiram o comprometimento da resposta imunoldgica celular
associado a forma VV a substituicdo de LT por LB, consequente as alteracdes linfonodais
relatadas anteriormente (GAJL-PECZALSKA et al.,, 1973). Em 1974, Mendes et al.
obtiveram resultados diferentes ao estudar 36 pacientes com a forma VV e constatar que a
quantificacdo relativa de ambas as popula¢es B e T estava diminuida em comparacdo aos
controles saudaveis (MENDES et al., 1974). Estes resultados foram corroborados por aqueles

de Rea et al., que, em 1983, utilizando anticorpos monoclonais e citometria de fluxo,
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encontraram linfopenia no sangue periférico de pacientes com a forma VV, bem como
diminuicdo da contagem de LT e diminuicdo da relagéo entre LT helper/LT supressores (REA
etal., 1983).

2.7.2. A IMUNOFENOTIPAGEM LINFOCITARIA IN SITU NA DECADA DE 1980

Em 1977, de forma pioneira, Ridley et al. utilizaram a técnica de formacdo de rosetas
eritrocitarias para estudar o infiltrado inflamatério nas lesdes de pele de hanseniase.
Diferentemente dos trabalhos em sangue periférico, os autores ndo obtiveram boa marcagéo
dos linfocitos com a técnica de rosetas eritrocitarias (RIDLEY et al., 1978). De fato, algumas
das conclus@es obtidas neste trabalho foram contraditas por estudos subsequentes realizados
por outros grupos. A mais interessante delas era a que apontava para uma predominancia de
LB no infiltrado inflamatorio da forma VV, antagbnica a uma predominancia de LT na forma
TT. Sabe-se, desde os trabalhos de Gupta et al., em 1982, que os LT predominam sobre os LB

no infiltrado inflamatdrio de qualquer uma das formas de hanseniase (GUPTA et al., 1982).

Na década de 1980 ainda se buscavam evidéncias morfoldgicas de que a imunidade celular
era associada a forma TT enquanto a imunidade humoral era associada a forma VV da
hanseniase. As pesquisas nesta direcdo foram capitaneadas pelo grupo estadunidense de
Modlin et al.. Utilizando anticorpos monoclonais anti-Leu 3 (anti-CD4) e anti-Okt8 ou anti-
Leu2 (anti-CD8), estes pesquisadores demonstraram, pela primeira vez, a existéncia do hoje
consagrado padrdo de distribuicdo espacial dos linfocitos T dentro dos granulomas tipicos da
hanseniase. Nas lesdes da forma TT os LT CD4 estdo distribuidos por todo o granuloma,
enquanto os LT CD8 estdo restritos ao seu manto linfocitario. Por outro lado, nas lesdes da
forma V'V, o padréo de distribuicdo das subpopulac@es de linfécitos T é anarquico (MODLIN
etal., 1982; MODLIN et al., 1983a).

Este padréo de distribuicdo espacial dos linfécitos T no granuloma epitelioide das formas DT
e TT também foi observado na sarcoidose. O padrdo anérquico da distribui¢do de células T no
infiltrado inflamatério das formas VV e DV se assemelha mais ao que ocorre no
rinoescleroma (MODLIN et al., 1983b).

Modlin et al. também demonstraram que, no eritema nodoso hansénico, cuja patogénese é

classicamente associada a formacdo de imunocomplexos e a preponderancia de imunidade
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humoral, também ocorre um fortalecimento da resposta imune celular. Estes autores
mostraram que, na pele de pacientes com hanseniase VV e eritema nodoso hansénico, ha
predominio dos linfocitos T helper — CD4 — frente aos T supressores/citotoxicos — CD8. A
relacdo Th/Ts nos pacientes com hanseniase VV e eritema nodoso é de 2,1; ja nos pacientes

com a forma VV sem eritema nodoso a relacéo é de 0,8 (REA et al., 1983).

A relacdo quantitativa entre LT CD4 e LT CDS8, encontrada nas diferentes formas de
hanseniase, variou pouco entre os diferentes grupos de pesquisa. Narayanan et al. relataram
que, nas lesdes da forma TT, 70% dos linfécitos sdo do tipo T. Destes, 61% sdo CD4 e 27%
sdo CD8. Nas lesdes da forma VV, de forma condizente com o esperado pela classificacdo de
Ridley e Jopling, os autores relataram que os linfocitos quase ndo sdo detectados
(NARAYANAN et al., 1986). Para o grupo de Modlin, as células T (CD3*) representam 61%
de todas as células componentes do infiltrado inflamatdrio das formas TT/DT e 40% da forma
DV/VV. Em 1987, eles calcularam uma relacdo CD4/CD8 de 1.7 nas formas TT/DT e 0,6 nas
formas DV/VV (MODLIN et al., 1988).

Utilizando anticorpos monoclonais para diferenciar subpopulacdes de células T CD4 e
subpopulacdes de células T CD8, Modlin et al. relataram uma relagdo Th/Ts de 10:1 a 14:1
nos casos da forma TT e de 1.1:1 a 1.4:1 nos casos da forma VV. Estes autores foram os
primeiros a perceber que, interessantemente, a relacdo Th/Ts em sangue periférico era de
cerca de 2:1 em ambos 0s grupos. Observando este aparente paradoxo, eles hipotetizaram que
0s LT helper devem sofrer uma selecdo tipo homing para a pele ou, entdo, retengdo ou
proliferacdo seletivas na pele nos casos da forma TT. Ou seja, as células inflamatorias das
lesbes de pele de hanseniase passavam a ser vistas ndo apenas como um “filtrado” do sangue
periférico, mas, sim, como popula¢bes préprias, que sofrem e exercem efeitos sobre as demais
de modo Unico. Esta observacdo fortaleceu a necessidade de se estudar o processo
inflamatorio in situ (DEWEESE et al., 1987; MODLIN et al., 1988).

A imunofenotipagem de subpopulacdes de células T CD4 e subpopulagdes de células T CD8,
permite diferenciar os linfocitos CD4 em helpers (2H4/4B4") e “indutoras/supressoras”
(2H47/4B4") e os linfocitos CD8 em “supressores” (9.37) e “citotoxicos” (9.3%). Modlin et al.
demonstraram que as células CD4 “indutoras/supressoras” S80 raras e correspondem a 5% de
todas as células do infiltrado inflamatério das formas TT ou VV. As células CD4 helpers

correspondem a mais de 60% das células nas biopsias de forma TT e menos de 40% nas
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biopsias de forma VV. Ou seja, uma marcagdo positiva para CD4 indica, muito
provavelmente, a presenca de um LT helper. Quanto as células CD8, os autores relataram ser
do tipo citotoxico 16% de todos os linfécitos na forma VV e 38% na forma TT. Na forma TT
cerca de 80% das células CD8 sdo do tipo citotoxico, enquanto na forma VV cerca de 70%
das células CD8 séo do tipo supressor (MODLIN et al., 1988).

Em 1987, Modlin et al. identificaram um antigeno de ativacdo em linfdcitos T cuja expressao
se relacionava com a forma de hanseniase manifesta pelo paciente. Os autores demonstraram
que o antigeno Tal apresentava expressdo aumentada nos linfocitos das lesdes de forma TT
em comparacao as lesdes de forma VV. Mais de 90% das células Tal" sdo do tipo CD4. Até
entdo, os marcadores de ativacdo linfocitaria existentes (IL-2 e seu receptor) ndo haviam
mostrado expressao diferente nas varias formas de hanseniase (SHEN et al., 1987). Sabe-se
que o anticorpo anti-Tal e direcionado contra a molécula dipeptidil peptidase IV, também
denominada CD26, um antigeno de superficie de linfocitos T CD4 ativados (BARTON et al.,
1990).

2.7.3. A IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE CITOCINAS NA DECADA DE 1990

A década de 1990 foi marcada pelos estudos sobre as citocinas nas lesdes de pele da
hanseniase, estimulados pelo desenvolvimento da técnica PCR. Paralelamente, os trabalhos se
aprofundavam na imunofenotipagem de linfécitos. Trabalhos iniciais com imuno-
histoquimica, na década anterior, demonstraram que a quantidade de células contendo IL-2,
necessaria a proliferacdo de LT, é maior nas lesGes de pele da forma TT. Posteriormente, 0
mesmo foi demonstrado para INF-gama, IL-1-beta e TNF-alfa. Em 1989, a técnica de
hibridizacdo in situ possibilitou a demonstracdo de maiores quantidades de RNAm para INF-
gama nas lesdes da forma TT (SIELING e MODLIN, 1992).

Com a facilitacdo oferecida pela técnica de PCR, o padrdo de citocinas nas diferentes formas
de hanseniase pode ser estudado mais a fundo. Foi demonstrada maior quantidade de RNAm
de citocinas produzidas predominantemente por macrofagos (IL-1 beta, TNF-alfa, GM-CSF,
IL-6) nas lesdes de forma TT, bem como RNAm de linfocinas (IL-2, INF-gama, linfotoxina).
Por outro lado, compondo o paradigma Th1xTh2, foi demonstrado que o RNAm de IL-4, IL-
5, IL-10 é mais abundante nas lesdes de formas VV (SIELING e MODLIN, 1992). Resultados



40

semelhantes foram encontrados por outros autores utilizado a técnica ELISA (MCCLEAN et
al., 1994).

No campo da imunofenotipagem de linfocitos, especial atencdo foi dada a diferenciacédo de
LT conforme o tipo de receptor TCR expresso: alfa-beta ou gama-delta. Este receptor é
importante para o reconhecimento antigénico pelas células T, em associagdo ao CD3. A
maioria dos LT é do tipo alfa-beta. Uma pequena populacdo periférica de LT tem TCR
composto por cadeias gama-delta. Estes Ultimos sdo numerosos no tecido linféide associado
as mucosas e parecem estar envolvidos na primeira linha de defesa contra patdgenos. Modlin
et al. demonstraram que sdo mais frequentes em lesbes de pele do teste de Mitsuda e em
lesbes de surto reacional tipo 1 (25-35% dos LT) do que em lesdes cutaneas de outras formas
da doenca (5%) (MODLIN et al., 1989). Outros autores relataram que os LT gama-delta da
hanseniase sdo mais frequentemente do tipo CD8 (MCCLEAN et al., 1994).

O papel fundamental da IL-12 produzida por macréfagos para o desenvolvimento da resposta
celular eficiente da forma TT foi descrito na década de 1990. Foi demonstrado que a IL-12
induz a proliferacdo de LT responsivos a M. leprae levando a expansdo de LT CD4
produtores de citocinas do polo Th1, mas ndo de LT CD8 produtores de citocinas do polo Th2
(FIGs. 6 e 7) (MODLIN, 1994).
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Figure 1. The spectrum of leprosy.

Figuras 6 e 7: Resumo do conhecimento a respeito do perfil de citocinas envolvidas na resposta
inflamatoria das lesdes cutineas de hanseniase na década de 1990. Fonte: Modlin RL. Th1-Th2
paradigm — insights from leprosy. Journal of Investigative Dermatology 1994;102(6):828-32.
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Estudando os linfocitos de pacientes com hanseniase foi descrita, pela primeira vez, em 1999,
uma via alternativa de apresentacdo de antigenos. Até entdo, sabia-se que os LT CD4
reconheciam peptideos expressos por meio de MHC de classe 1l e que LT CD8 reconheciam
peptideos expressos por meio de MHC de classe I. Sieling et al. descreveram uma terceira via,
na qual LT CD4" CD8 ou CD8" reconhecem antigenos lipidicos por meio da molécula CD1,
caracteristica de células apresentadoras de antigenos. Os autores demonstraram que células de
Langerhans e células dendriticas CD1" sdo mais abundantes na forma TT (SIELING et al.,
1999).

2.7.4. IMUNOPATOLOGIA DA HANSENIASE NA DECADA DE 2000

Em 2006, pela primeira vez, foram estudados, de forma sistematica, os LB nas lesbes
cutneas de hanseniase. lyer et al. demonstraram a presenca de células B, de diferentes
estagios de maturacdo, utilizando anticorpos monoclonais anti-CD20, anti-CD79 e anti-
CD138, nas lesbes de forma VV e, em menor quantidade, nas lesdes de forma DT. Também
comprovaram que havia producdo ativa de anticorpos especificos contra 0 M. leprae nas
culturas de bidpsias de pele, mesmo das lesbes da forma DT (IYER et al., 2007). Estes
achados parecem confirmar o conceito da imunologia segundo o qual a presenga de anticorpos
em quantidades corretas € importante para a formacdo dos granulomas epitelioides, mas, em
guantidades excessivas, provoca comprometimento da imunidade celular. Neste trabalho, os
autores também calcularam a relacdo CD4/CD8, obtendo valores semelhantes aos dos outros
grupos de pesquisa. Nas formas VV e DV a relacdo foi de 0,6 a 0,3:1. Na forma DT a relagao
foi de 1,25a 2,0:1.

Em 2008, Magalhdes et al., com base em observacdes anteriores de seu grupo de pesquisa
apontando para um aumento da quantidade de colageno dérmico nas lesdes de hanseniase VV,
estudaram a participacdo dos mastdcitos no infiltrado inflamatorio das lesbes de pele da
hanseniase. Utilizado anticorpos anti-triptase e coloragdo imuno-histoquimica, estes autores
demonstraram que a quantidade de mastécitos nas lesdes das formas TT e DT é semelhante ao
esperado para a pele normal (60-100 células / mm2). Nas lesGes da forma VV encontraram
um valor um pouco reduzido (50 células / mm2 - DP 50). Todavia, 0s autores observaram que
0s mastocitos das lesdes da forma VV sdo mais volumosos que os da forma TT e
hipotetizaram que este maior volume significaria maior atividade dos mastdcitos da forma VV
(MAGALHAES et al., 2008).
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Em 2008, Mendonca et al. realizaram marcacdo para receptores de quimiocinas CXCR4,
CCR2 e CCR5 em linfocitos de sangue periférico de pacientes com hanseniase para
quantificacdo por citometria de fluxo. A Unica marcacdo que se mostrou elevada nos pacientes
em relacdo aos controles saudaveis foi a de células CD4*CCR2" (MENDONCA et al., 2008).

2.7.5. O INFILTRADO INFLAMATORIO E OS TRABALHOS NA DECADA 2010

Na década atual, a composicédo e atividade do infiltrado inflamatorio da hanseniase continua
motivando laboratorios de todo o mundo. Continua a busca por um modelo experimental de
hanseniase, além do modelo desenvolvido em tatus experimentalmente infectados e do
modelo em pata de camundongo. Em 2011, Crawford et al. descreveram um modelo
experimental em ratos, induzindo a formacao de reacdo granulomatosa epitelioide com um
antigeno ndo-mielinico proveniente de nervos periféricos humanos. Observando este modelo,
0s autores ressaltaram a presenca de células plasmocitoides dendriticas, tidas como
precursoras das células epitelioides. Apesar de ja terem sido descritas em outras doencas
granulomatosas, 0s autores ressaltaram que estas células, reconhecidas por caracteristicas
especiais na microscopia eletrbnica, ainda ndo haviam sido descritas em hanseniase
(CRAWFORD e HARDWICKE, 2011).

Em 2011, Massone et al. perfizeram as marcacGes imuno-histoquimicas ja consagradas, para
imunofenotipar o infiltrado inflamatério de pacientes co-infectados com hanseniase e HIV.
Apesar do comprometimento imunolégico associado a infec¢do por HIV, acredita-se que a
apresentacdo clinica da hanseniase, em suas diferentes possiveis formas, se mantenha
inalterada em comparacdo aos pacientes sem HIV, sem que haja uma tendéncia a
preponderancia das formas multibacilares. Ou seja, paradoxalmente, a imunidade celular dos
pacientes HIV positivos estda comprometida frente a tuberculose e preservada frente a

hanseniase, sem que se tenha ainda uma explicacdo para esta questéo.

Uma das observacbes mais importantes do trabalho destes autores foi o encontro de
predominancia absoluta de LT CD8 nas lesdes dos pacientes co-infectados — cerca de 99,4%
dos linfocitos das lesdes eram CD8" — independente da forma de hanseniase apresentada.
Cerca de 75% dos LT CD8 eram do tipo citotoxico (TIA-1"). Ndo havia comprometimento da
capacidade de formacdo de granulomas epitelioides nos pacientes co-infectados.

Paralelamente, os autores demonstraram a presenca de Trgs FOXP3*, em porcentagem
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semelhante a dos pacientes sem HIV (3 a 4% dos linfdcitos). A marcagéo para LB foi positiva
em 12 das 15 amostras (compostas, em sua maioria, por casos da forma DT). A pesquisa de
células dendriticas plasmocitoides foi negativa em todas as amostras (o0 anticorpo utilizado foi
anti-CD123) (MASSONE et al., 2011).

Até hoje, ha davidas sobre o papel dos Tregs Na hanseniase. Parente et al. estudaram, por meio
de imuno-histoquimica, as bidpsias de pele de 96 pacientes, representando todas as formas de
hanseniase, incluindo surtos reacionais. Observaram que 0s Tregs COMpunham cerca de 2,8%
das células do infiltrado inflamatério e que estavam presentes nas amostras de todos 0s
pacientes. Os autores s6 detectaram aumento de Tregs Nas bidpsias de pele representativas de
surtos reacionais tipo 1 (PARENTE et al., 2015).

A importancia dos Tregs Nas lesdes de hanseniase foi estudada mais a fundo por Saini et al. em
2014. Os autores tentaram relacioné-los a anergia especifica ao M.leprae tipica da forma VV.
Foram realizados estudos de imuno-histoquimica, qPCR e citometria de fluxo em bidpsias de
pele e culturas de células mononucleares de sangue periférico de 56 pacientes com forma DT
ou VV. Foi demonstrado aumento da positividade para FOXP3, TGF-beta e IL-10 nas
bidpsias e nas culturas de pacientes com forma VV. Os autores concluiram que as células
CD4*FOXP3*, que secretam TGF-beta, sdo importantes para a anergia especifica ao M.leprae
apresentada pelos pacientes da forma VV (SAINI et al., 2014).

2.8. A IMUNOFENOTIPAGEM DE MACROFAGOS

Acredita-se que, frente a um antigeno, a diferenciacdo da célula CD4 naive em célula T helper
(Thl) ou T efetora (Th2) seja fortemente influenciada pelo meio, especialmente pelas
citocinas que o compdem. Sabe-se que a IL-12 é produzida por células dendriticas e
macrofagos e é uma citocina fortemente indutora de células Thl, enquanto a IL-4 é
fortemente indutora de células Th2 (SEDER et al., 1993; O'GARRA, 1998). O linfécito Thl
estd envolvido com a formagcdo de uma resposta imune celular e com a ativacdo de
macrofagos e secreta IL-2 e INF-gama. O linfécito Th2 estd envolvido com a formagéo de
uma resposta imune humoral e secreta I1L-4, IL5 e 1L-13 (ABBAS et al., 1996).

Os TLR sé&o receptores celulares envolvidos com a resposta inata e se ligam a microrganismos

e antigenos. Sabe-se que estes receptores tambem estdo envolvidos com a regulacdo da



44

imunidade adaptativa, especialmente com a indugdo de uma resposta do tipo Thl. Os TLR
dos macréfagos sdo necessarios para sua ativacdo e consequente producdo de citocinas
quando do inicio de uma resposta imune inata (SCHNARE et al., 2001).

Em 2002, Anderson e Mosser demonstraram que o TLR é fundamental para a ativacdo dos
macrofagos e a consequente producdo de IL-12, citocina imprescindivel a inducdo de uma
resposta Thl. Estes pesquisadores demonstraram que a ligagdo de imunocomplexos ao
receptor Fc dos macréfagos muda completamente sua resposta ao reconhecer antigenos por
meio do TLR. Os macréfagos com receptores Fc ligados a imunocomplexos passam a
produzir mais IL-10 e menos IL-12 e a induzir, assim, uma resposta Th2. Os autores foram os
primeiros a denominar este novo fenotipo de macréfago ativado de “macréfago tipo 27, em
alusdo a sua capacidade de induzir a resposta imunolégica do tipo Th2 (ANDERSON e
MOSSER, 2002). O reconhecimento da importdncia dos TLR ressaltou o papel dos
macrofagos na definicdo do paradigma Th1xTh2 e apontou novas possiveis explicacdes para a

anergia celular associada a forma VV da hanseniase, ha muito tempo estudada.

Um dos primeiros grupos de pesquisadores a atribuir aos macréfagos um papel principal no
mecanismo da anergia celular observada na forma VV foi o de Bird et al., em 1979. Os
autores observaram que a cultura de macrdéfagos de pacientes com a forma VV, quando
exposta ao M.leprae, produz um fator sollvel capaz de inibir os testes de transformacdo

linfocitaria de pacientes saudaveis (BIRD et al., 1980).

Em 1982, Gupta et al. observaram que os macrofagos do infiltrado inflamatorio das les6es das
formas TT e VV ndo diferiam quanto a formacdo de rosetas eritrocitarias indicadoras da
presenca de receptores para Fc e para o fator C3 do complemento. Todavia, 0s pesquisadores
perceberam que os macrofagos da periferia dos granulomas formavam mais rosetas
eritrocitarias e marcavam menos para esterase, por meio de imuno-histoquimica, que 0s
macrofagos do centro dos granulomas. Eles propuseram que os macréfagos estariam perdendo
receptores & medida que maturavam em dire¢do ao centro do granuloma e passavam a

expressar maior ativagdo que as células da periferia (GUPTA et al., 1982).

Com o macrofago tipo 2 descrito por Mosser et al., em 2002, os macréfagos puderam ser
classificados em trés tipos principais: o macrdfago classicamente ativado, o0 macréfago tipo 2

e 0 macrdfago alternativamente ativado (Quadro 1) (MOSSER, 2003). Este ultimo foi descrito
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em 1992, por Stein et al., e é resultante do estimulo com IL-4. N&o apresenta a atividade
microbicida do macrofago classicamente ativado, produz componentes da matriz extracelular

e € importante para o reparo tecidual (STEIN et al., 1992).

Classico Alternativo Tipo 2
Ligacdo TLR
Ativacao INF-gama, TNF IL-4
Imunocomplexos
Citocinas secretadas IL-12, TNF IL-10 IL-10
1 Receptor de manose 1 MHCIIL
t MHCII
1 CD23 1 CD86
Marcadores 1 CD86
CD163 (sem marcadores
| Receptor de manose .
| CD14 especificos)
Moléculas
. . NO, Oz - .
microbicidas

Quadro 1 — Os trés tipos principais de macrofagos.

Fonte: Mosser DM. The many faces of macrophage activation. J Leukoc Biol.
2003;73(2):209-12. PubMed PMID: 12554797

Quase quinze anos apds a descricdo dos trés tipos principais de macrofagos, ainda ndo ha
consenso na literatura e € comum o encontro de referéncias a apenas dois polos: macréfagos
M1, ou classicamente ativados, e macréfagos M2, ou alternativamente ativados. Um dos
problemas dessa forma de classificacdo € que as novas populacdes de macrofagos que vem
sendo descritas estdo sendo alocadas, todas, no grupo M2 (MOSSER e EDWARDS, 2008).

Em 2008, Mosser e Edwards publicaram uma revisdo na qual propuseram a divisdo das
populacdes de macréfagos em trés grupos, conforme suas fungGes homeostaticas: defesa,
reparo tecidual e regulacdo imunologica. De forma interessante, 0s autores compararam estes
trés grupos a trés cores basicas da luz, que permitem, no espectro de comprimentos de onda
existentes entre elas, a alocacdo de uma variedade de outras popula¢bes de macréfagos com
nuangas espectrais proprias (MOSSER e EDWARDS, 2008).

Naquela reviséo, foi detalhado como os trés grupos basicos surgem e como se diferenciam em

suas funcbes. Todos eles podem ser induzidos a partir de estimulos associados a resposta
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imunolégica adaptativa ou inata. Os macrdfagos classicamente ativados (grupo de defesa)
exibem caracteristicamente atividade microbicida. Podem ser ativados, de forma inata, por
IFN-gama secretado por células natural killer ou por TNF secretado por células
apresentadoras de antigenos. De outra forma, podem ser induzidos, durante a resposta
adaptativa, por IFN-gama secretado por células Thl. Neste sentido, os macréfagos
classicamente ativados sdo uma expressao da imunidade mediada por células. Os macrofagos
de reparo tecidual (até entdo denominados ‘“‘alternativamente ativados”) podem ser induzidos
pela IL-4, secretada durante a resposta inata, por baséfilos ou mastocitos, ou durante a
resposta adaptativa, por células Th2. Por sua vez, os macrofagos regulatorios estdo associados
a supressdo da resposta imunoldgica e podem ser induzidos, durante a resposta inata, pela
ligacdo de imunocomplexos, ligantes do receptor de proteina G, glicocorticoides, células
apoptdticas ou prostaglandinas. Durante a resposta adaptativa, a IL-10 secretada por Tregs €

capaz de estimular a diferenciacdo deste grupo (Figura 8).

A maior parte dos novos fenotipos descritos no espectro de diferenciacdo dos macrofagos faz
parte do grupo de macréfagos regulatérios. A principal diferenca entre as varias populagdes
desse grupo reside na forma como as células sdo induzidas experimentalmente. A maior
semelhanga, de fato sua caracteristica mais marcante, € a capacidade de todas estas
populacdes secretarem IL-10. Aumenta o nimero de trabalhos demonstrando como diferentes
agentes infecciosos induzem a diferenciacdo dos macr6fagos em macrofagos regulatorios.
Mosser e Edwards apontaram a importancia de se tentar definir marcadores especificos para

as diferentes populagdes desse grupo, envolvidas, cada uma, com diferentes doencas.

Os macréfagos de reparo tecidual (alternativamente ativados) também foram relacionados a
susceptibilidade a infeccdo por microrganismos intracelulares. Condi¢Ges associadas ao
predominio da resposta imunoldgica do tipo Th2, que estimula a diferenciacdo dos
macrofagos em macréfagos de reparo tecidual, favorecem o crescimento intracelular destes
microrganismos (HARRIS et al., 2007; MULLER et al., 2007).

Mosser e Edwards ressaltaram que a imunofenotipagem de macréfagos € mais dificil que a de
linfdcitos, porque os primeiros exibem importante plasticidade fenotipica. Uma populacao de
macrofagos pode ser induzida & diferenciagio em uma nova populagdo com funcdo
completamente diferente, mas pode reter os marcadores fenotipicos da populagéo original. Os

autores concluiram sua revisdo reiterando a importancia de se procurar definir os marcadores
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especificos para cada uma das populacdes de macréfagos envolvida nas diferentes doencas, de
modo a permitir, no futuro, a manipulagéo, deplecdo ou inducdo de populacbes alvo para o
tratamento dessas condi¢bes (MOSSER e EDWARDS, 2008).
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Figura 8 — Os trés grupos principais de macrofagos e as formas de indugdo de cada um.
Fonte: Mosser DM, Edwards JP. Exploring the full spectrum of macrophage activation. Nat
Rev Immunol. 2008;8(12):958-69. doi: 10.1038/nri2448. PubMed PMID: 19029990;
PubMed Central PMCID: PMCPMC2724991

Os mondcitos em sangue periférico também sdo dotados de plasticidade fenotipica e se
adaptam a um estado quiescente no sangue periférico ou se diferenciam em fendtipo
fagocitico, inflamatdrio ou anti-inflamatério dependendo dos estimulos a que sdo submetidos.
Os subtipos de mondcitos circulantes em camundongos ja foram mais estudados que 0s
subtipos humanos, mas ha certa analogia entre eles. Nos camundongos, a populacdo de
monocitos se divide entre classicos e ndo-classicos, aproximadamente meio a meio. Nos
humanos, 90% dos mondcitos circulantes sdo do tipo classico (MOSSER e EDWARDS,
2008).
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Em 2010 foi proposta uma nomenclatura consensual para 0s mondcitos humanos de acordo
com seus marcadores antigénicos e suas fungdes, sumarizada no quadro 2 (ZIEGLER-
HEITBROCK et al., 2010).

. Marcadores de L .
Subtipos . Receptores de quimiocinas Funcéo
superficie
Classico CD14**CD16 CCR2MCX3CR1'ow Fagocitose
Intermediario CD14**CD16* CCR2MICX3CR1MMNCCR5* | Pro-inflamatoria
Nao-classico CD14*CD16" CCR2'*“CX3CR1Md" Patrulhamento

Quadro 2 — Os trés tipos de mondcitos humanos.

Fonte: Ziegler-Heitbrock L, Ancuta P, Crowe S, Dalod M, Grau V, Hart DN, et al.
Nomenclature of monocytes and dendritic cells in blood. Blood. 2010;116(16):e74-80. doi:
10.1182/blood-2010-02-258558. PubMed PMID: 20628149

O CD14 ¢é um antigeno de superficie expresso em grande quantidade em mondcitos e
macrdfagos. E considerado um marcador para estas células. O CD16 (Leu-11) é um receptor
para a fracdo Fc das imunoglobulinas. Os mondcitos que expressam CD16 sdo considerados
um subtipo inflamatoério e estdo associados a aterosclerose e doenca coronariana, além de

apresentarem, em culturas, um perfil de citocinas inflamatério (PASSLICK et al., 1989).

O subtipo classico tem alta atividade microbicida e fagocitica e secreta maior quantidade de
radicais de 6xido nitrico e IL-10. Durante a inflamagdo o mondcito classico migra para o sitio
inflamado e se diferencia em macrofagos classicamente ativados, apresenta antigenos, ativa
linfocitos T e realiza protedlise (ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010). O subtipo cléssico
expressa alta quantidade de CD62L (L-selectina), uma proteina de adesdo associada a
migracdo do sitio inflamatério para o linfonodo. E possivel que, desta forma, este subtipo
tenha capacidade de se diferenciar em células apresentadoras de antigenos (YANG et al.,
2014).

Os subtipos intermediario e ndo-classico secretam citocinas de perfil inflamatério (TNF-alfa e
IL-1-beta).

classico, porem maior capacidade de secrecdo de TNF-alfa e IL-1-beta. O subtipo

O subtipo intermediario tem menor atividade de peroxidase que o subtipo

intermediario de monadcitos estd associado a diferentes doencas inflamatorias cronicas como
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aterosclerose, doenga coronariana, artrite reumatdide e doenca de Crohn. O subtipo n&o-
classico tem a funcéo de patrulhar a parede dos vasos sanguineos. Durante a inflamacéo, o
subtipo nao-classico estd associado a cicatrizacdo, fibrose tecidual e angiogénese (ZIEGLER-
HEITBROCK et al., 2010).

Novos diferentes fendtipos de macréfagos ja foram objeto de estudo em hanseniase. Em 2004,
Sunderkotter et al. demonstraram haver maior expressdo de MRP (myeloid-related proteins)
dos tipos 8 e 14 em lesBes de pacientes com a forma VV (SUNDERKOTTER et al., 2004).
Este mesmo grupo ja havia demonstrado que este fendtipo de macr6fagos MRP-8" e MRP-9*
¢ o predominante no infiltrado inflamatério de camundongos suscetiveis a infeccdo
experimental com Leishmania major, estando associado a maiores cargas parasitarias,
disseminacdo da infeccdo e um papel inflamatdrio associado ao recrutamento de novas

celulas inflamatdrias para o sitio da infeccdo (STEINBRINK et al., 2000).

A MRP-8 também é conhecida como S100A8 ou calgranulina A e a MRP-9 também é
conhecida como S100A9 ou calgranulina B. Estas sdo as cadeias pesada e leve componentes
da proteina L1 ou calprotectina. A L1 é uma proteina ligante de célcio, da familia S100, muito
abundante no citoplasma de neutréfilos e macréfagos. Sua funcdo intracelular ainda esta
sendo investigada, mas j& ha consideravel conhecimento sobre suas fungdes extracelulares. O
complexo MRP-8/MRP-9 ¢ secretado por neutrofilos e macréfagos e esta relacionado a
ativacdo macrofagica que ocorre na sepse (VOGL et al., 2007). A dosagem sérica deste
complexo guarda relacdo com a atividade da fibrose cistica, artrite reumatoide e doenca de
Crohn (BARTHE et al., 1991; HAMMER et al., 1995; TIBBLE et al., 2000).

Sunderkotter et al. também demonstraram que ocorre elevacao dos niveis séricos do complexo
MRP-8/MRP-9 durante o surto reacional tipo eritema nodoso (SUNDERKOTTER et al.,
2004). Tendo em vista que o eritema nodoso hansénico geralmente é expresso como uma
paniculite lobular associada a vasculite leucocitoclastica (SARITA et al., 2013), os achados da
equipe de Sunderkoétter vdo de encontro as afirmacGes de Pouliot et al., que ressaltaram que o
complexo MRP-8/MRP-9 aumenta a adesdo endotelial de neutrofilos e mondcitos,
promovendo a inflamacdo (POULIOT et al., 2008).

O grupo de Pouliot demonstrou, ainda, que a L1 é uma potente indutora da produgéo de 6xido

nitrico (NO) em macrofagos murinos. Estes autores demonstraram que, com o estimulo de L1,
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0s macrofagos aumentam sua expressdo de INOS (inducible NO synthase) (POULIOT et al.,
2008). Ou seja, paradoxalmente, apesar de os macrofagos murinos “in vitro” responderem
com aumento de seu potencial microbicida (aumento da producdo de NO) ao estimulo com
L1, os macréfagos que expressam mais L1 em seu citoplasma sdo mais suscetiveis a infeccéo
por L.major (STEINBRINK et al., 2000) e M.leprae (SUNDERKOTTER et al., 2004).

Neste sentido, deve-se ressaltar que a atividade de INOS € regulada por diferentes vias. As
lesbes de pele dos pacientes com a forma VV apresentam maior deposicdo de ferro
intracelular que as dos pacientes com a forma DT (MOURA et al., 2012). Weiss et al.
estudaram o efeito do ferro intracelular sobre a atividade da INOS em culturas de macrofagos
murinos e relataram que os depdsitos intracelulares de ferro atuam de forma inibitéria sobre a
INOS e sobre a transcricdo de seu RNAmM. Demonstraram, também, que a deplecao do ferro
intracelular, por meio de um quelante de ferro, aumenta a atividade da enzima (WEISS et al.,
1994).

Além de seu papel imunoldgico, os macrofagos possuem importancia fundamental para a
homeostase dos niveis de ferro teciduais. A maior parte do ferro necessario a eritropoiese
provém da reciclagem realizada pelos macrofagos sobre as hemécias. Frente a processos
inflamatorios, o sistema reticuloendotelial apresenta a capacidade de reter ferro, privando os
microrganismos agressores deste elemento fundamental a sua multiplicagdo. Os
conhecimentos sobre a polarizacdo macrofagica vem sendo ampliados a medida em que mais
se descobre sobre o controle fino da homeostase do ferro. De fato, as particularidades do
manejo celular de ferro podem ser consideradas uma assinatura metabdlica de ativacéo
macrofagica, diferenciando as populacdes M1 e M2 (GAETANO et al., 2010).

Os macrofagos M2 apresentam niveis mais baixos de H-ferritina, uma proteina de
armazenamento de ferro, e niveis mais elevados de CD163, um receptor para o complexo
haptoglobina-hemoglobina relacionado a absorcédo celular de ferro. Ou seja, 0 macréfago M2
absorve ferro avidamente, mas ndo o armazena. Esta populacdo de macrdéfagos apresenta,
ainda, alta quantidade de ferroportina, uma proteina exportadora do ferro extracelular. A
ferroportina capacita o macrofago M2 a transferir ferro para o tecido em reparo, oferecendo-o
as células parenquimatosas e fibroblastos e favorecendo a regeneracdo tecidual. Por outro
lado, a ferroportina do macr6fago M2 pode transferir ferro para células tumorais, favorecendo

0 crescimento dos canceres. Os macrofagos M1 apresentam niveis mais baixos de ferroportina
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e niveis mais elevados de H-ferritina. Este fendtipo favorece a retencdo de ferro, priva o
microambiente deste elemento e fortalece o papel bacteriostatico associado a esta populacdo
de macréfagos (GAETANO et al., 2010).

O CD163 é um receptor glicoproteico expresso na membrana plasmaética de cerca de 15-30%
nos monacitos circulantes e de virtualmente todos os macrofagos (ASLEH e LEVY, 2005).
Trata-se de uma molécula membro da familia de classe B de receptores scavenger ricos em
cisteina (cystein-rich scavenger receptor - CRSR). Primeiramente, 0 CD163 foi descrito como
um receptor endocitico para o complexo hemoglobina-haptoglobina, relacionado a eliminacéo
da hemoglobina livre presente no sangue em pequenas quantidades no estado fisiologico e
aumentada nos estados patoldgicos que cursam com hemdlise. Cerca de 90% destes
complexos sdo endocitados por hepatdcitos por meio de um receptor transmembranar pouco
caracterizado (FABRIEK et al., 2009). Uma das principais fungdes da proteina haptoglobina
(Hp) € formar um complexo proteico com a hemoglobina (Hb) e prevenir o estresse oxidativo
da Hb livre sobre os tecidos. Esta comprovado que o polimorfismo do gene de Hp esta
associado ao risco de doenca cardiovascular em pacientes com diabetes mellitus (ASLEH et
al., 2003; PURUSHOTHAMAN et al., 2012).

Nas lesdes cuténeas de pacientes com hanseniase da forma VV a expressdo de CD163 é maior
gue nas lesdes de pacientes com hanseniase da forma DT e a positividade imuno-histoquimica
para CD163 correlaciona-se a positividade para IDO (indoleamina 2,3 dioxigenase) (MOURA
et al., 2012). IDO é uma enzima imunomodulatéria, produzida por macréfagos
alternativamente ativados, envolvida no catabolismo de triptofano. A deplecéo do triptofano
no microambiente celular dificulta o desenvolvimento de agentes microbianos e seus
catabolitos promovem a diminuicdo da atividade das células T. Células tumorais expressam
IDO, que facilita sua evasdo ao controle que o sistema imunoldgico faz sobre o
desenvolvimento do cancer (SALES et al., 2011). Moura et al. também demonstraram que a
expressao de RNAm de CD163 é maior nas les6es da forma VV que nas lesdes da forma DT e
esta correlacionada a um aumento de expressdo de RNAm de IL-10. Estes autores cultivaram
celulas provenientes de lesfes de hanseniase da forma VV e confirmaram, por microscopia
confocal e citometria de fluxo, que a maioria destas células sdo macréfagos (CD68%) com
fendtipo CD163".



52

Seus resultados demonstraram ainda que a coloragdo por azul da Prussia de Perl é fortemente
positiva em bidpsias de lesdes de pacientes com hanseniase VV e evidencia os depdsitos de
ferro intracelulares nas células espumosas e carregadas de bacilos. A coloracéo ndo evidencia
nenhum acumulo de ferro nas células epitelioides dos granulomas bem formados e somente
pequenos acumulos de ferro nos macréfagos vagamente diferenciados das lesGes da forma
DT. Os autores especularam que a expressao de CD163 por macréfagos espumosos funcione
como uma via de suprimento de ferro para a replicacdo da micobactéria (MOURA et al.,
2012).

Enfim, a complexidade da hanseniase como doenca espectral, que desafia os agentes do
sistema publico de salde, ja desde o momento do diagndstico e classificacdo dos pacientes
para permitir a escolha do tratamento adequado, guarda intima relacdo com a complexidade
da biologia de linfécitos e macréfagos, os principais tipos celulares componentes do infiltrado
inflamatorio das lesGes de pele desta doenca. Neste trabalho, pretendemos explorar as
caracteristicas histopatoldgicas e imuno-histoquimicas deste infiltrado inflamatério, focando
caracteristicas imunofenotipicas destes dois tipos celulares, em lesdes de pele de pacientes
com as diferentes formas de hanseniase do espectro de classificacdo. Esperamos
complementar o conhecimento a respeito da biologia de linfocitos e macréfagos durante o
processo inflamatorio cronico da pele por meio da avaliagcdo de marcadores para CD3, CD4,
CD8, CD68, CD14, CD16, CD62L, CD163, L1 e coloracdo para depoésitos de ferro.
Paralelamente, esperamos complementar o conhecimento a respeito da classificacdo da
hanseniase, reinterpretando a classificacdo de Ridley e Jopling a luz destes marcadores
relacionados ao paradigma imunoldgico Th1xTh2.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizagdo imuno-histoquimica do infiltrado inflamatorio linfocitico e
histiocitico e a quantificacdo de depoésitos de ferro em lesdes de pele de pacientes com

hanseniase, relacionando-as a classificacdo de Ridley e Jopling.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar as diferentes formas de classificacdo de hanseniase.

- Comparar os componentes clinico e histopatolégico da classificacdo de Ridley e Jopling.

- Avaliar as causas de discordancia entre os componentes clinico e histopatoldgico da
classificacdo de Ridley e Jopling.

- Avaliar a expressdo imuno-histoquimica dos linfécitos do infiltrado inflamatdrio de lesbes
de pele de pacientes com hanseniase.

- Relacionar a expressdo imuno-histoquimica dos linfocitos do infiltrado inflamatério das
lesGes de pele a classificacdo de Ridley e Jopling.

- Avaliar a expressdo imuno-histoquimica dos macrofagos do infiltrado inflamatorio de lesbes
de pele de pacientes com hanseniase.

- Relacionar a expressdo imuno-histoquimica dos macrofagos do infiltrado inflamatério das
lesGes de pele a classificacdo de Ridley e Jopling.

- Avaliar se a expressdo imuno-histoquimica linfohistiocitaria contribui para a melhoria da
concordancia entre os componentes clinico e histopatoldgico da classificacdo de Ridley e
Jopling.

- Avaliar o0 acumulo de ferro em lesdes de pele de pacientes com hanseniase.

- Relacionar o acumulo de ferro em lesGes de pele a classificagdo de Ridley e Jopling.
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4. METODOS

4.1. APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Antes de seu inicio, este trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da UFMG

sob o parecer de numero 713009.

4.2. PACIENTES

Os pacientes participantes deste estudo foram selecionados entre os pacientes com diagnostico
de hanseniase atendidos no ambulatério de dermatologia do Hospital Eduardo de Menezes da
Fundagdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais. O convite para participagdo foi feito no
mesmo dia do diagnostico ou até trinta dias apds o inicio do tratamento. Todos os pacientes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido elaborado em conformidade com as

determinacGes da resolucdo 196/96 (itens IV e V) do Conselho Nacional de Salde.

Para inclusdo no estudo era necessario que o participante tivesse diagnostico de hanseniase
estabelecido e estivesse em tratamento por, no maximo, trinta dias. Foram incluidos pacientes
com as diferentes formas de hanseniase do espectro de classificacdo de Ridley e Jopling.
Foram excluidos pacientes com lesGes muito pequenas, em que cicatrizes de bidpsias prévias

para elucidacdo diagndstica, comprometiam a area a ser submetida a biopsia para o estudo.

4.3. DIAGNOSTICO DE HANSENIASE

O diagndstico de hanseniase dos pacientes convidados a participar do estudo foi feito pelos
dermatologistas do ambulatério de dermatologia do Hospital Eduardo de Menezes. O
estabelecimento do diagndstico de hanseniase foi baseado em: exame clinico da pele; teste de
sensibilidade tatil das lesdes com filamentos de algoddo e monofilamentos de Semmes-
Weinstein; teste de sensibilidade térmica com estimulador termo-sensorio; teste de
sensibilidade a dor com agulhas; palpacdo de nervos periféricos e teste de sensibilidade tatil
em maos e pés com monofilamentos de Semmes-Weinstein; baciloscopia de raspado dérmico;

exame histopatologico; teste da histamina.
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Apos a inclusdo, os pacientes no estudo ainda foram acompanhados, ao longo dos primeiros
seis meses de tratamento, por meio de seus prontuarios eletrénicos, para a confirmacdo de
melhora das lesdes de pele com a poliquimioterapia para hanseniase. Todos os pacientes
participantes deste estudo apresentaram melhora das lesdes cutaneas, confirmando o
diagnostico da doenca.

4.4. BIOPSIA DE PELE

Todos os pacientes participantes foram submetidos a bidpsia de pele sobre as lesbes, realizada
pelo autor desta tese, na sala de cirurgia dermatolégica do mesmo ambulatorio. A bidpsia foi
realizada sob antissepsia rigorosa e anestesia local com infiltracdo de lidocaina na
concentracdo de 2%. Foram feitos os curativos adequados antes da liberacdo do paciente. Os
pontos foram retirados ap6s um periodo de sete a quatorze dias, no proprio ambulatério. Os
fragmentos foram encaminhados ao Laboratorio NIPE do Instituto de Ciéncias Biologicas da

UFMG em frascos com solucdo tamponada de formol concentrado a 10%.

4.5. PROCESSAMENTO DOS FRAGMENTOS DE PELE

As amostras de pele foram fixadas em solucdo tamponada de formol concentrado a 10% por
um periodo de dois a sete dias. Cada fragmento cilindrico de pele foi seccionado
longitudinalmente em duas metades antes de ser processado rotineiramente e emblocado em
parafina. De cada bloco, foram feitos cortes histoldgicos sequenciais de 4 um. Em cada
lamina foram colocados dois cortes histologicos. As laminas coradas por meio dos métodos
HE e Wade (coloracdo para bacilos alcool-acido resistentes) para a classificacdo
histopatoldgica dos casos. Outras Idaminas foram destinadas a colora¢do imuno-histoquimica e
para a coloracdo para depositos de ferro.

4.6. ESTUDO MORFOLOGICO

Para a classificacdo histopatologica dos casos de hanseniase, foram seguidos os algoritmos

descritos para classificacéo histologica de Ridley e Jopling (RIDLEY, 1974).
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4.7. ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

As laminas foram colocadas em estufa a 60°C por doze horas para derretimento da parafina.
Foram desparafinizadas em solucGes de xylol (vinte minutos em cada uma de trés solugdes),
reidratadas em solucgdes de alcool etilico em concentragcdes decrescentes (cinco minutos em
cada uma de trés solucdes com alcool absoluto e solucdes a 90%, 80% e 70%) e mergulhadas
por trés periodos de cinco minutos em solucdo de salina fosfatada 0,01M (PBS — como

abreviacdo para phosphate buffered saline).

A reativacdo antigénica foi realizada em banho Maria a 97°C por 20 minutos. O bloqueio da
atividade de peroxidase endogena foi realizado por imersdo dos cortes em solucdo de metanol
e peroxido de hidrogénio 30 volumes na concentracdo de 5% durante dez minutos, seguida de
trés banhos de cinco minutos em PBS. Para blogueio da formacdo de ligacGes inespecificas
foi realizada imersdo dos cortes em leite em p6 por trinta minutos seguida de lavagem em
agua corrente (cinco passagens) e, posteriormente, incubacdo em solucdo de soroalbumina e

PBS na concentracdo de 2% durante trinta minutos.

Apo0s os bloqueios, os cortes foram incubados com os anticorpos primarios (Quadro 3) em
camara Umida, a temperatura de 4°C. Ao fim de dezesseis horas de incubacao, os cortes foram
lavados em trés banhos de cinco minutos em PBS e incubados com imunoglobulina anti-
coelho e anti-camundongo (Novolink DAB Polymer — Leica Biosystems -
Newcastle/Inglaterra) por trinta minutos, em cdmara Umida, a temperatura ambiente. Apds
serem novamente lavadas em trés banhos de cinco minutos em PBS, as l[aminas foram tratadas
com o0 conjugado estreptavidina-peroxidase pré-diluido (Novolink DAB Polymer — Leica
Biosystems — Newcastle/Inglaterra) durante trinta minutos, em cadmara Umida, a temperatura

ambiente.

A ligacgdo foi revelada com imersdo das laminas em solugdo de diaminobenzidina e perdxido
de hidrogénio 30 volumes diluidos em PBS, por cinco minutos, seguida de interrupcdo da
reacdo em solucdo PBS. Apds lavagem com mais trés banhos de cinco minutos em PBS, o0s
cortes foram corados com hematoxilina de Harris, lavados, desidratados, diafanizados e as

laminulas foram montadas com Entellan (Merck, Alemanha).



Alvo EspecificacOes Fabricante Diluictes
Anti-CD3 Policlonal de coelho Abcam
1:100
Monoclonal de
Anti-CD4 Abcam 1:100
camundongo
Monoclonal de
Anti-CD8 Santa Cruz 1:250
camundongo
Anti-CD68 Policlonal de coelho Santa Cruz
1:200
Anti-CD14 Policlonal de coelho Santa Cruz 1:400
_ Monoclonal de Vector
Anti-CD16 ) 1:100
camundongo Laboratories
) Monoclonal de )
Anti-CD163 Leica 1:100
camundongo
_ Monoclonal de
Anti-L1 Serotec 1:200
camundongo
Anti-CD62 L Policlonal de coelho Santa Cruz 1:750

Quadro 3: Anticorpos primarios utilizados para o estudo imuno-histoquimico.
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4.8. MARCACAO PARA FERRO

As laminas foram desparafinadas, hidratadas, lavadas e coradas. A técnica de Azul da Prassia
consistiu em um mergulho de 5 minutos em ferrocianeto de potassio (10%); em seguida, um
mergulho de 20 minutos em solucdo 1:1 de ferrocianeto de potassio (10%) e acido cloridrico
(10%); enfim, contracoloracdo com eosina. As laminas foram entdo desidratadas e montadas

com Entellan (Merck, Alemanha).

4.9. MORFOMETRIA

As imagens foram obtidas em microscépio éptico Olympus BX51 (Olympus, Japdo) e
capturadas por video-camera colorida Cool SNAP-Probcf (Media Cybernetics, Estados
Unidos) para sistema de video acoplado ao computador através do programa Image-Pro
Express 4.0 (Media Cybernetics, Estados Unidos). Para analise das imagens digitalizadas foi

utilizado o programa de dominio publico ImageJ 1.48v (National Institutes of Heath, USA).

4.10. CONTAGEM DE CELULAS E ESTIMATIVA DE AREA MARCADA

A contagem de células marcadas por imuno-histoquimica foi realizada por meio das imagens
digitais obtidas e foi expressa como porcentagem de células marcadas em relacdo ao nimero
total de células no infiltrado inflamatdrio das lesdes. Para a contagem, todos 0s campos
contendo infiltrado inflamatério foram fotografados em aumento de 400x e todas as células

inflamatdrias foram contadas manualmente.

A estimativa da area marcada pela coloracdo para depositos de ferro foi realizada de forma
automatica por meio do analisador de imagens. De forma resumida, é criada uma imagem
bindria em preto e branco, na qual a coloracdo preta representa os depoésitos de ferro e a
coloragédo branca as areas ndo marcadas. O célculo da porcentagem de area ocupada pelos
depositos é feito de forma automatica (Figura 9).
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Figura 9: Quantificacdo da porcentagem de &rea marcada para depositos de ferro. A-
Microfotografia original obtida em aumento de 200x: a coloracéo azul indica os depdsitos de ferro.
B- Selecdo da cor azul pelos pesquisadores e conversdo automatica de todas as areas representadas
por pixeis azuis (mostradas em vermelho). C- Criagdo da imagem binéria a ser analisada. D-
Organizacéo espacial das janelas abertas para facilitacdo do processo.

4.11. ANALISE ESTATISTICA

4.11.1. ESTUDO COMPARATIVO ENTRE AS DIFERENTES CLASSIFICACOES

Para a analise comparativa entre as diferentes formas de classificacdo, a classificacdo da OMS
foi contraposta as classificacbes de Madrid, Ridley e Jopling clinica, Ridley e Jopling
anatomopatologica, a classificacdo conforme o nimero de segmentos corporais afetados por
lesBes cutaneas ou déficit neurologico, a classificagdo baciloscépica e a classificagdo final
utilizada no servico de referéncia. Esta Gltima leva em consideragéo a classificacdo de Ridley

e Jopling e a positividade da baciloscopia no esfregago de pele. A classificacdo do servigo de
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referéncia também foi comparada as demais e serviu como padrdo para o calculo de
sensibilidade e especificidade das demais classificacbes para a definicdo do estado

multibacilar dos pacientes da amostra.

Na classificagdo de Madrid foram considerados multibacilares os pacientes com as formas
dimorfa e VV. Na classificacdo de Ridley e Jopling foram considerados multibacilares os
pacientes com as formas DD, DV e VV. Na classificacdo conforme o nimero de segmentos
corporais afetados foram consideradas duas definicdes de paciente multibacilar:
acometimento de dois ou mais segmentos ou de trés ou mais segmentos corporais. A divisdo
da superficie corporal em nove segmentos foi a mesma utilizada em estudos prévios de outros
autores (Van brakel et al., 1992; GUPTA et al., 2012). Na classificacao baciloscopica, foram
considerados multibacilares os pacientes com baciloscopia positiva em qualquer um dos sitios
examinados. Para a baciloscopia de esfregaco dérmico foram amostrados quatro sitios: uma

das lesdes, o cotovelo contralateral e ambos os lobos das orelhas.

Para avaliar a concordancia entre duas classificacdes foram elaboradas tabelas 2x2 e
calculados coeficiente kappa e porcentagens de casos em que houve concordancia entre as
classificacbes em relagdo ao nimero total de casos. Os dados foram analisados por meio de
software Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 15.0 (SPSS, Estados Unidos).

Na avaliacdo de discordancia entre os componentes clinico e anatomopatolégico da
classificacdo de Ridley e Jopling foram considerados de discordancia minima os casos em que
as classificacdes clinica e anatomopatoldgica diferiram, mas ndo alteraram o estado
paucibacilar ou multibacilar do paciente. Foram considerados casos de discordancia
significativa aqueles em que as classificacGes clinica e anatomopatoldgica diferiram de forma
a alterar o estado paucibacilar ou multibacilar do paciente. Os exames anatomopatoldgicos
que demonstraram alteracdes inespecificas foram considerados diagnosticos de forma IND de

modo a permitir a analise da discordancia.
4.11.2. ANALISE DOS RESULTADOS DE IMUNO-HISTOQUIMICA
A contagem de células marcadas em imuno-histoquimica foi expressa em porcentagem em

relacdo ao numero total de células. A contagem de area marcada para depdsitos de ferro foi

expressa em porcentagem de area marcada em relacdo a area fotografada total. A comparacao
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entre os grupos de pacientes com diferentes formas de hanseniase foi realizada por meio do
Teste Kruskal-Wallis, para um nivel de significancia de 0,05. Para os calculos foi utilizado o

programa estatistico GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., USA).
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5. RESULTADOS

5.1. COMPARACAO ENTRE AS DIFERENTES CLASSIFICACOES

Para a comparacéo entre as diferentes classificagdes de hanseniase foram incluidos quarenta e
nove casos novos da doenca. Em dezessete pacientes (34,7%) o tratamento estava em vigéncia
h& no minimo um e no maximo trinta dias. Vinte e um pacientes (42,9%) apresentavam seis
ou mais lesdes de pele. Dezesseis pacientes (32,7%) apresentaram baciloscopia positiva
(Tabela 1).

Tabela 1

Descricdo da amostra de quarenta e nove casos hovos de hanseniase incluidos no estudo
comparativo entre as diferentes formas de classificacdo de hanseniase

Variavel n (%)
Sexo

Masculino 27 (55.1)

Feminino 22 (44.9)
Idade (anos)

<15 2 (4.0)

15-30 12 (24.5)

31-45 10 (20.4)

46-60 13 (26.6)

61-75 12 (24.5)
Numero de lesBes cutaneas

<5 28 (57.1)

>5 21 (42.9)
Numero de nervos acometidos

<1 41 (83.7)

>1 8 (16.3)
Baciloscopia

0 32 (65.3)

>1 16 (32.7)

Fonte: Dados da pesquisa.
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A classificagdo dos pacientes em paucibacilar e multibacilar (Tabela 2) evidencia que, exceto
pela classificagdo de Madrid e pela classificagdo conforme acometimento de dois ou mais
segmentos corporais, a maioria da amostra foi constituida por pacientes paucibacilares, sendo
que a classificacdo clinica de Ridley e Jopling foi a que resultou em maior nimero de
pacientes paucibacilares (77,5%). Pode-se notar que, quando comparadas a classificacdo
operacional, a classificacdo de Madrid e a classificacdo conforme nimero de segmentos
corporais acometidos resultaram em porcentagens maiores de pacientes multibacilares. Por
outro lado, as classificacfes de Ridley e Jopling e baciloscopica resultaram em porcentagens

maiores de pacientes paucibacilares.

Os diferentes sistemas de classificacdo foram comparados ao utilizado no servico de
referéncia quanto a suas caracteristicas intrinsecas para a definicdo do estado multibacilar de
um paciente. Neste sentido, as classificacdes de Ridley e Jopling clinica e anatomopatoldgica
e a classificacdo baciloscopica demonstraram especificidade de 100% para a defini¢do do
estado multibacilar, pois compdem o sistema de classificacdo do servico. Quando qualquer
uma delas resulta em classificagdo multibacilar a classificacdo final do servigco € multibacilar.
Por outro lado, os crescentes valores de sensibilidade demonstram que a baciloscopia
melhorou a sensibilidade de deteccdo de casos multibacilares da classificagdo clinica de
Ridley e Jopling e que a classificagdo anatomopatolégica de Ridley e Jopling melhorou ainda

mais a sensibilidade obtida com a baciloscopia (Tabela 2).



Tabela 2

Classificacdo de quarenta e nove casos novos de hanseniase atendidos em um centro de referéncia do Estado de Minas Gerais (Brasil) em
paucibacilares e multibacilares de acordo com as classifica¢fes operacional da OMS, de Madrid, por niUmero de areas corporais afetadas

(NBAA), de Ridley e Jopling clinica, de Ridley e Jopling anatomopatolodgica e baciloscopica.

e Paucibacilar Multibacilar Sensibilidade Especificidade 3

Classificacdo = (%) n (%) para MB? gara VB3 Kappa
Madrid 16 (32,6) 33 (67,3) 100% 53% 0,47
NBAA (duas ou mais areas) 13 (26,5) 36 (73,5) 100% 43% 0,37
NBAA (trés ou mais areas) 25 (51) 24 (49) 84% 73% 0,55
Operacional 28 (57,1) 21 (42,9) 74% 7% 0,49
Ridley e Jopling (clinica) 38 (77,5) 11 (22,4) 57% 100% 0,63
Ridley e Jopling (anatomopatoldgica)* 26 (53) 14 (28,6) 89% 100% 0,91
Baciloscopica? 32 (65,3) 16 (32,7) 84% 100% 0,87

Fonte: Dados da pesquisa.

Notas: 1- Nesta tabela ndo foram incluidos na classificacdo de Ridley e Jopling anatomopatoldgica 0s nove casos inespecificos ao exame anatomopatoldgico.
2- Um dos casos ndo contou com o registro do resultado da baciloscopia de esfregaco de pele. 3- Os valores de sensibilidade e especificidade e o coeficiente
kappa foram calculados tomando como padréo a classificagdo utilizada no servico de referéncia, que considera tanto a classificacao de Ridley e Jopling quanto

a positividade da baciloscopia em esfregaco de pele.
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Quando comparadas a classificacdo do servico de referéncia, as classificagdes clinicas de
Madrid e conforme o nimero de segmentos corporais afetados, especialmente dois ou mais
segmentos, demonstraram baixa especificidade para o diagndstico multibacilar. Muitos dos
pacientes considerados multibacilares por estes trés sistemas de classificacdo foram
classificados pelo servico de referéncia como paucibacilares. Dentre estes trés sistemas
clinicos de classificacdo, a melhor concordancia com a classificagcdo final do servico de
referéncia foi obtida pela classificagdo conforme o nimero de segmentos corporais afetados
que considera multibacilar o paciente com pelo menos trés segmentos afetados (kappa: 0,55).
Sua concordancia foi melhor que a obtida pela classificacdo operacional da OMS (kappa:
0,49).

A concordancia entre a classificacdo final utilizada pelo servico de referéncia e a classificacdo
operacional da OMS foi de 75,5% (Tabela 3). A primeira resultou em dezenove pacientes
multibacilares (38,8%) enquanto a Ultima resultou em vinte e um (42,9%). Um terco dos
pacientes considerados multibacilares pela classificacdo operacional foi considerado
paucibacilar pela classificacdo final do servico de referéncia. Por outro lado, dos vinte e oito
pacientes considerados paucibacilares conforme a classificacdo de acordo o nimero de lesdes
da pele, cinco (17,8%) foram considerados multibacilares pela classificacdo utilizada no

centro de referéncia.

Tabela 3

Concordancia entre a classificacdo operacional da OMS e a classificacdo utilizada pela
equipe do servico de referéncia em hanseniase em quarenta e nove casos novos de
hanseniase atendidos.

Classificagéo do servigo

Multibacilar Paucibacilar Total
14 7 21
L Multibacilar
Classificacéo (28,6%) (14,3%) (42,9%)
operacional da
OMS 5 23 28
Paucibacilar
(10,2%) (46,9%) (57,1%)
19 30 49
Total
(38,8%) (61,2%) (100%)

Fonte: Dados da pesquisa. Concordancia: 75,5%. Kappa: 0,494.
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A tabela 4 expressa a comparacdo entre a classificacdo operacional da OMS e os demais
sistemas de classificacdo. A melhor concordancia com a classificagdo operacional foi obtida
pela classificacdo conforme o numero de segmentos corporais afetados - trés ou mais
segmentos (93,8%; kappa: 0,88). A discordancia se deu em apenas trés casos considerados
paucibacilares pela classificagdo da OMS. A pior concordancia foi com a classificacdo
conforme o nimero de segmentos corporais afetados - dois ou mais segmentos (69,4%;
kappa: 0,43). Toda a discordancia se deu em torno de quinze casos, considerados

paucibacilares pela classificagdo operacional da OMS.

Ainda analisando os dados representados na tabela 4, pode-se perceber que a concordancia da
classificacdo clinica de Ridley e Jopling, da classificacdo anatomopatologica de Ridley e
Jopling e da classificacdo baciloscopica com a classificagdo operacional sdo semelhantes,
respectivamente 71,4% (kappa: 0,38), 71,4% (kappa: 0,40) e 72,9% (kappa: 0,43). O
comportamento das classificacbes anatomopatoldgica de Ridley e Jopling e baciloscopica foi
muito parecido, tendo diferido apenas pelo fato de um dos casos ndo ter contado com o
registro do resultado da baciloscopia de esfregaco de pele. Um quarto dos pacientes com
baciloscopia positiva teriam sido classificados como paucibacilares de acordo com a
contagem de lesdes de pele. O mesmo teria acontecido com 29,4% dos pacientes com bidpsias

caracteristicas de formas multibacilares.
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Tabela 4

Concordancia entre a classificacdo operacional da OMS e as demais formas de classificacdo da hanseniase estudas em quarenta e nove
casos novos atendidos em um centro de referéncia do Estado de Minas Gerais (Brasil).

Baciloscopia” Madrid Ridley e Jopling (clinica)
Multibacilar Paucibacilar Multibacilar Paucibacilar Multibacilar Paucibacilar
Classificaca Multibacilar 12 9 21 0 9 12
0 (25%) (18,7%) (42,8%) (0%) (18,4%) (24,5%)
operacional 0 4 23 12 16 2 26
daOms  Paucibacilar = g ) (47,9%) (24.5%) (32,6%) (4,0%) (53,0%)
Concordancia; 72,9% Concordancia: 77% Concordancia; 71,4%
Kappa: 0,43 Kappa: 0,53 Kappa: 0,38

Ridley e Jopling

NBAA (duas ou mais) NBAA (trés ou mais) L

(anatomopatologica)
Multibacilar Paucibacilar Multibacilar Paucibacilar Multibacilar Paucibacilar

Classificaca Multibacilar 21 0 21 0 12 9
0 (42,8%) (0%) (42,8%) (0%) (24,5%) (18,3%)

operacional L 15 13 3 25 5 23
daOms  Paucibacilar 5, 6o/ (26.5%) (6,1%) (51%) (10.2%) (46,9%)
Concordancia; 69,4% Concordancia: 93,8% Concordancia; 71,4%

Kappa: 0,43 Kappa: 0,88 Kappa: 0,40

Fonte: Dados da pesquisa. Nota: *Baciloscopia positiva, independente do valor logaritmico, foi classificada como multibacilar. Dos quarenta e nove
participantes, um ndo contou com o registro do resultado da baciloscopia de esfregaco de pele.
NBAA (“number of body areas affected”: niimero de areas corporais afetadas)
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Apesar de, em termos absolutos, a concordancia entre os dois componentes da classificagéo
de Ridley e Jopling com a classificacdo operacional ter sido exatamente a mesma (71,4%),
algumas diferencas importantes sobressaem. Dos dezessete pacientes considerados
multibacilares pelo exame anatomopatoldgico, a contagem de lesbes detectou apenas doze
(70,6%). Enquanto isso, dos onze pacientes considerados multibacilares pela classificacéo
clinica de Ridley e Jopling, nove puderam ser detectados pela contagem de lesdes de pele
(81,8%).

A concordancia perfeita entre a classificacdo clinica e a classificacdo anatomopatolégica de
Ridley e Jopling se deu em 23 casos (46,9%). A melhor concordancia foi para a forma VV
(85,7%), seguida pela forma IND (72,7%). Os diagnosticos clinico e anatomopatoldgico
foram concordantes em apenas 28,6% dos casos de forma TT e 14,3% dos casos de forma DV
(Tabela 5). A discordancia entre o laudo anatomopatoldgico e a impressdo clinica foi leve em
outros vinte casos, ou seja, em 40,8% da amostra, diferiram, mas se mantiveram justapostos
no espectro TT-DT-DD-DV-VV. Nesta situacdo, encontramos cinco dos sete casos
clinicamente considerados da forma TT. Todos os cinco foram reclassificados como sendo da

forma DT pelo anatomopatoldgico (Tabela 6).

Ainda de acordo com a tabela de discordéancia (Tabela 5), observamos que, dos cinco casos
considerados inespecificos pelo exame anatomopatol6gico, mas classificados por nés como
indeterminados para efeito de calculo da concordancia, quatro (80%) apresentaram
discordancia leve com a hipotese clinica, ou seja, ndo tiveram o estado paucibacilar da
classificacdo clinica alterado, uma vez que todos os quatro haviam sido apontados
clinicamente como sendo de forma DT. Em apenas um, dos cinco casos inespecificos, a
discordancia com a classificacdo clinica foi significativa. Neste, a classificacdo clinica de
Ridley e Jopling apontou a forma DD e o caso foi considerado multibacilar pelos critérios

clinicos.

Afora este caso, a discordancia significativa se repetiu apenas em casos classificados como de
forma DV pelo exame anatomopatoldgico. Dos sete casos, cinco (71,4%) haviam sido
considerados como de forma DT pela classificacdo clinica (Tabela 6). Destes cinco casos

discordantes, quatro apresentavam baciloscopia positiva no esfregaco de pele.
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Tabela 5

Discordancia entre os componentes clinico e histopatoldgico da classificacao de Ridley e
Jopling em quarenta e oito casos novos de hanseniase atendidos em um centro de
referéncia do Estado de Minas Gerais (Brasil).

Classificagéo

. " . Concordéancia Discordancia Discordancia
histopatoldgica de Ridley e n P
. plena leve significativa
Jopling
Indeterminada 11 8 (72,7%) 3 (27,3%) 0
Tuberculoide 7 2 (28,6%) 5 (71,4%) 0
Dimorfa-tuberculoide 12 6 (50%) 6 (50%) 0
Dimorfa-dimorfa 0 - - -
Dimorfa-virchowiana 7 1 (14,3%) 1 (14,3%) 5 (71,4%)
Virchowiana 7 6 (85,7%) 1 (14,3%) 0
Inespecifica 5 0 4 (80%) 1 (20%)

Fonte: Dados da pesquisa.

Houve seis casos em que a discordancia se deu entre a classificacdo clinica DT e a
classificacdo anatomopatologica IND ou inespecifica. Destes, quatro apresentavam
clinicamente multiplas méculas hipocrémicas e um apresentava lesGes em placa muito pouco
elevadas. Houve dois casos em que a classificacdo clinica foi IND e a anatomopatoldgica DT.
Ambos 0s pacientes apresentavam apenas uma lesdo macular hipocrémica e baciloscopia de
esfregaco cutdneo negativa. Houve trés casos clinicamente considerados de forma TT e
reclassificados para forma DT ao exame anatomopatologico. Dois deles apresentavam uma
unica placa eritematosa e o terceiro apresenta duas placas eritematosas localizadas em
segmentos corporais diferentes. Houve cinco casos em que a forma clinica DT foi
reclassificada para TT conforme o resultado da bidpsia. Dois destes apresentavam multiplas
placas eritematosas (seis e 0ito) e quatro apresentavam menos de seis lesdes, porém eram

placas eritematosas dispersas em trés ou mais segmentos corporais.
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Tabela 6

Correlacdo entre os componentes clinico e histopatoldgico da classificacdo de Ridley e Jopling em quarenta e nove casos novos de
hanseniase atendidos em um centro de referéncia do Estado de Minas Gerais (Brasil).

Classificacdo Histopatoldgica de Ridley e Jopling (n)

TT DT DD DV VvV Indeterminada Inespecifica total
TT 2 3 0 0 0 1 0 6
e DT 5 6 0 5 0 2 4 22
Classificacao DD 0 1 0 1 0 0 1 3
clinica de _Ridleye DV 0 0 0 1 1 0 0 5
Jog:;”g W 0 0 0 0 6 0 0 6
Indeterminada 0 2 0 0 0 8 0 10
total 7 12 0 7 7 11 5 49

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.2. QUANTIFICACAO DE CELULAS MARCADAS PARA CD3, CD4, CD8

No momento da quantificacdo de células marcadas para CD3, CD4, CD8, CD68, CD62L,
CD14 e CD16 haviam sido incluidos 27 casos (TT=6, DT=7, DV=4, VV=5, IND=5).

Para a quantificacdo de células CD3*, o nimero total de células contadas em cada caso
(média, minimo e maximo), conforme as diferentes formas, foi: VV = 4.154,5 (min: 3.010;
max: 4.972); DV = 2.148,8 (min: 1.649; max: 3.502); DT = 2.438,6 (min: 836; max: 8.188);
TT =4226.2 (min: 1.853; max: 6.834); IND = 1.277 (min: 801; méx: 1.670).

A porcentagem média de células marcadas para CD3 foi maior (p = 0,04) no grupo das
formas DT/TT do que nos grupos das formas VV/DV e IND, respectivamente, 68,7%; 55,1%;
63,2% (Gréfico 1).
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Graéfico 1 - Porcentagem média de células marcadas para CD3 por imuno-histoquimica in situ
de lesdes de pele de pacientes com diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV/DV (formas virchowiana e dimorfa-virchowiana), IND (forma indeterminada),
DT/TT (formas dimorfa-tuberculoide e tuberculoide).

Notas: n =27 (TT=6, DT=7, DV=4, VV=5, IND=5). Porcentagem de células marcadas:
VV/DV =55,1%, IND = 63,2%, DT/TT = 68,7%. Teste Kruskal-Wallis: p = 0,04.
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Com a separacdo das formas DV e VV e das formas DT e TT ndo foi possivel detectar
diferencga significativa entre os grupos quanto a marcacdo para CD3, apesar de o gréfico
evidenciar uma tendéncia ao aumento das células CD3", a medida que se aproxima do polo
TT (VV=55,4%, DV=54,7%, IND=63,2%, DT=65,7%, TT=72,1%) (Gréfico 2).
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Grafico 2 - Porcentagem média de células marcadas para CD3, por imuno-histoquimica in
situ de lesBes de pele de pacientes, estratificada conforme as diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV (forma virchowiana), DV (forma dimorfa-virchowiana), IND (forma
indeterminada), DT (forma dimorfa-tuberculoide), TT (forma tuberculoide).

Notas: n =27 (TT=6, DT=7, DV=4, VV=5, IND=5). Porcentagem de células marcadas:
VV=55,4%, DV=54,7%, IND=63,2%, DT=65,7%, TT=72,1%. Teste Kruskal-Wallis: p =
0,13.
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Para a quantificacdo de células CD4*, o numero total de células contadas em cada caso
(média, minimo e maximo), conforme as diferentes formas, foi: VV = 2.167,6 (min: 1.413;
max: 3.496); DV = 2.354,5 (min: 1.531; max: 4.561); IND = 1.366,1 (min: 868; max: 1.720);
DT =1.897,5 (min: 982; max: 4.344); TT = 3.201,1 (min: 1.548; max: 4.676).

A porcentagem média de células marcadas para CD4 foi menor (p = 0,0002) no grupo das
formas VV/DV do que nos grupos das formas IND e DT/TT (respectivamente, 35,5%; 55,6%;
69,7%) (Gréafico 3).
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Gréfico 3 - Porcentagem média de células marcadas para CD4 por imuno-histoquimica in situ
de lesdes de pele de pacientes com diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV/DV (formas virchowiana e dimorfa-virchowiana), IND (forma indeterminada),
DT/TT (formas dimorfa-tuberculoide e tuberculoide).

Notas: n =27 (TT=6, DT=7, DV=4, VV=5, IND=5). Porcentagem de células marcadas:
VV/DV = 35,5%, IND = 55,6%, DT/TT = 69,7%. Teste Kruskal-Wallis: p = 0,0002.
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Com a separagdo das formas DV e VV e das formas DT e TT foi possivel demonstrar que a
diferenca na porcentagem média de células CD4" (p = 0,001) ocorreu entre os grupos VV x
TT e entre os grupos DV x TT (VV=35,0%, DV=36,2%, IND=55,6%, DT=63,4%, TT=77%)
(Grafico 4).
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Grafico 4 - Porcentagem média de células marcadas para CD4, por imuno-histoquimica in
situ de lesBes de pele de pacientes, estratificada conforme as diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV (forma virchowiana), DV (forma dimorfa-virchowiana), IND (forma
indeterminada), DT (forma dimorfa-tuberculoide), TT (forma tuberculoide).

Notas: n =27 (TT=6, DT=7, DV=4, VV=5, IND=5). Porcentagem de células marcadas:
VV=35,0%, DV=36,2%, IND=55,6%, DT=63,4%, TT=77%. Teste Kruskal-Wallis: p =
0,001.
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Para a quantificacdo de células CD8", o numero total de células contadas em cada caso
(média, minimo e maximo), conforme as diferentes formas, foi: VV = 1.427,2 (min: 1.050;
max: 3.496); DV = 2.738,7 (min: 1.650; max: 4.814); IND = 1.255,8 (min: 806; max: 1.619);
DT = 2.155,5 (min: 909; max: 6.265); TT = 2.896,8 (min: 1.380; max: 6.791).

A porcentagem de células marcadas para CD8 foi menor no grupo das formas DT/TT do que
nos grupos das formas VV/DV e IND, respectivamente, 54,8%; 70,8%; 78,2% (p = 0,01)
(Grafico 5).
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Gréfico 5 - Porcentagem média de células marcadas para CD8 por imuno-histoquimica in situ
de lesdes de pele de pacientes com diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV/DV (formas virchowiana e dimorfa-virchowiana), IND (forma indeterminada),
DT/TT (formas dimorfa-tuberculoide e tuberculoide).

Notas: n =27 (TT=6, DT=7, DV=4, VV=5, IND=5). Porcentagem de células marcadas:
VV/DV =70,8%, IND = 78,2%, DT/TT = 54,8%. Teste Kruskal-Wallis: p = 0,01.
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Com a separagdo das formas DV e VV e das formas DT e TT pdde-se evidenciar que a
diferenga (p = 0,01) ocorreu entre a forma TT (menor média de marcacdo para CD8 — 45,5%)

e a forma IND (maiores médias de marcacdo para CD8 — 78,2%) (Grafico 6).
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Grafico 6 - Porcentagem média de células marcadas para CD8, por imuno-histoquimica in
situ de lesBes de pele de pacientes, estratificada conforme as diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV (forma virchowiana), DV (forma dimorfa-virchowiana), IND (forma
indeterminada), DT (forma dimorfa-tuberculoide), TT (forma tuberculoide).

Notas: n =27 (TT=6, DT=7, DV=4, VV=5, IND=5). Porcentagem de células marcadas:
VV=65,8%, DV=77%, IND=78,2%, DT=62,8%, TT=45,5%. Teste Kruskal-Wallis: p = 0,01.
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Os quocientes entre as médias de porcentagem de células marcadas para CD4 e para CD8
(relagdo CD4/CD8) foram maiores a medida que se aproximaram do polo TT e menores a
medida que se aproximaram do polo virchowiano. As formas VV e DV foram aquelas em que

a predominancia da marcacao para CD8 foi maior (Tabela 7).

Tabela 7
Relacdo entre as médias de porcentagem de células marcadas para CD4 e CD8 nas
lesbes de pele de pacientes com diferentes formas de hanseniase.

Grupo VV/DV IND DT/TT vV DV DT TT
CD4/CD8 0,5 0,7 1,3 0.5 0,5 1,0 1,7

Legenda: VV (forma virchowiana), DV (forma dimorfa-virchowiana), IND (forma
indeterminada), DT (forma dimorfa-tuberculoide), TT (forma tuberculoide), VV/DV (formas
virchowiana e dimorfa-virchowiana), DT/TT (formas dimorfa-tuberculoide e tuberculoide).
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5.3. QUANTIFICACAO DE CELULAS MARCADAS PARA CD62L

Para a quantificacdo de células CD62L", o nimero total de células contadas em cada caso
(média, minimo e maximo), conforme as diferentes formas, foi: VV = 2.580,1 (min: 1.824;
max: 3.244); DV = 2.412,3 (min: 1.326; méx: 6.437); IND = 1.299,4 (min: 821; max: 1.669);
DT =2.376,3 (min: 1.000; méax: 6.888); TT = 3.440,8 (min: 1.592; méx: 6.099).

A porcentagem média de células marcadas para CD62L para os grupos VV/DV, IND e
DT/TT foi, respectivamente, 46,9%, 4,9% e 37,2% (p = 0,18) (Grafico 7).
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Graéfico 7 - Porcentagem média de células marcadas para CD62L por imuno-histoquimica in
situ de lesdes de pele de pacientes com diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV/DV (formas virchowiana e dimorfa-virchowiana), IND (forma indeterminada),
DT/TT (formas dimorfa-tuberculoide e tuberculoide).

Notas: n =27 (TT=6, DT=7, DV=4, VV=5, IND=5). Porcentagem de células marcadas:
VV/DV = 46,9%, IND = 4,9%, DT/TT = 37,2%. Teste Kruskal-Wallis: p = 0,18.
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A porcentagem de células marcadas para CD62L nas biopsias das diferentes formas de
hanseniase foi: VV=69,9%, DV=23,8%, IND=4,9%, DT=51,8%, TT=24,9% (p = 0,003). A
separacdo das formas VV e DV e das formas DT e TT ressaltou a diferenca das porcentagens

de células CD62L" entre os grupos polares VV e TT (Grafico 8).
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Gréfico 8 - Porcentagem média de células marcadas para CD62L, por imuno-histoquimica in
situ de lesBes de pele de pacientes, estratificada conforme as diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV (forma virchowiana), DV (forma dimorfa-virchowiana), IND (forma
indeterminada), DT (forma dimorfa-tuberculoide), TT (forma tuberculoide).

Notas: n =27 (TT=6, DT=7, DV=4, VV=5, IND=5). Porcentagem de células marcadas:
VV=69,9%, DV=23,8%, IND=4,9%, DT=51,8%, TT=24,9%. Teste Kruskal-Wallis: p =
0,003.
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5.4. QUANTIFICACAO DE CELULAS MARCADAS PARA CD68, CD14, CD16

Para a quantificacdo de células CD68*, o nimero total de células contadas em cada caso
(média, minimo e maximo), conforme as diferentes formas, foi: VV = 5.416,6 (min: 4.504;
max: 6.623); DV = 3.073,6 (min: 1.654; max: 4.856); IND = 1.337,7 (min: 803; max: 1.626);
DT = 2.475,9 (min: 836; max: 5.242); TT = 5.655,9 (min: 3.249; max: 7.915).

Houve diferenca significativa (p = 0,003) entre as medias de porcentagem de células
marcadas para CD68 entre os grupos das formas VV/DV X IND X DT/TT, respectivamente,
66,4%; 15,2%; 43,4% (Grafico 9).
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Grafico 9 - Porcentagem média de células marcadas para CD68 por imuno-histoquimica in
situ de lesdes de pele de pacientes com diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV/DV (formas virchowiana e dimorfa-virchowiana), IND (forma indeterminada),
DT/TT (formas dimorfa-tuberculoide e tuberculoide).

Notas: n =27 (TT=6, DT=7, DV=4, VV=5, IND=5). Porcentagem de células marcadas:
VV/DV = 66,4%, IND = 15,2%, DT/TT = 43,4%. Teste Kruskal-Wallis: p = 0,003.
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Com a separacdo das formas DV e VV e das formas DT e TT foi possivel detectar que a
porcentagem de células marcadas para CD68 foi mais intensa nas biopsias da forma VV do
que nas bidpsias de forma IND (p = 0,005). Todavia, ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos das formas DV, DT e TT (VV=79,4%, DV=50,2%, IND=15,2%, DT=43,8%,
TT=42,8%) (Gréfico 10).
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Grafico 10 - Porcentagem média de células marcadas para CD68, por imuno-histoquimica in
situ de lesBes de pele de pacientes, estratificada conforme as diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV (forma virchowiana), DV (forma dimorfa-virchowiana), IND (forma
indeterminada), DT (forma dimorfa-tuberculoide), TT (forma tuberculoide).

Notas: n =27 (TT=6, DT=7, DV=4, VV=5, IND=5). Porcentagem de células marcadas:
VV=79,4%, DV=50,2%, IND=15,2%, DT=43,8%, TT=42,8%. Teste Kruskal-Wallis: p =
0,005.
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Para a quantificacdo de células CD14%, o nimero total de células contadas em cada caso
(média, minimo e maximo), conforme as diferentes formas, foi: VV = 4.239,2 (min: 3.708;
max: 5.218); DV = 3.408,5 (min: 1.632; max: 7.548); IND = 1.422,8 (min: 699; max: 2.004);
DT = 2.458,2 (min: 808; max: 6.984); TT = 3.468,1 (min: 1.972; max: 4.341).

Houve diferenca significativa entre as médias de porcentagem de células marcadas para CD14
entre os grupos das formas VV/DV X IND X DT/TT, respectivamente, 54,0%; 2,4%; 29,4%
(p = 0,003). A diferenca ocorreu entre o grupo das formas VV/DV e o grupo da forma IND
(Gréfico 11).
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Grafico 11 - Porcentagem média de células marcadas para CD14 por imuno-histoquimica in
situ de lesdes de pele de pacientes com diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV/DV (formas virchowiana e dimorfa-virchowiana), IND (forma indeterminada),
DT/TT (formas dimorfa-tuberculoide e tuberculoide).

Notas: n =27 (TT=6, DT=7, DV=4, VV=5, IND=5). Porcentagem de células marcadas:
VV/DV =54,0%, IND = 2,4%, DT/TT = 29,4%. Teste Kruskal-Wallis: p < 0,003.
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Com a separacdo das formas DV e VV e das formas DT e TT foi possivel detectar que a
porcentagem de células marcadas para CD14 foi maior nas bidpsias da forma VV do que nas
biopsias das formas IND e DT (p = 0,001). A porcentagem média de células marcadas nas
diferentes formas foi: VV=76,4%, DV=26,0%, IND=2,4%, DT=17,4%, TT=50,5% (Grafico
12).
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Gréfico 12 - Porcentagem média de células marcadas para CD14, por imuno-histoquimica in
situ de lesBes de pele de pacientes, estratificada conforme as diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV (forma virchowiana), DV (forma dimorfa-virchowiana), IND (forma
indeterminada), DT (forma dimorfa-tuberculoide), TT (forma tuberculoide).

Notas: n =27 (TT=6, DT=7, DV=4, VV=5, IND=5). Porcentagem de células marcadas:
VV=76,4%, DV=26,0%, IND=2,4%, DT=17,4%, TT=50,5%. Teste Kruskal-Wallis: p <
0,001.
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Para a quantificacdo de células CD16%, o numero total de células contadas em cada caso
(média, minimo e maximo), conforme as diferentes formas, foi: VV = 4.335,1 (min: 3.447,;
méax: 5.200); DV = 2.636,7 (min: 1.492; max: 5.176); IND = 1.462,9 (min: 612; max: 2.269);
DT =2.107,5 (min: 676; max: 5.306); TT = 2.908,7 (min: 1.329; max: 6.555).

De forma muito semelhante ao observado na marcacdo para CD14, houve diferenca
significativa entre as médias de porcentagem de células marcadas para CD16 entre 0s grupos
das formas VV/DV X IND X DT/TT, respectivamente, 77,3%; 4,0%; 48,0% (p = 0,001). A
diferenca significativa ocorreu entre o grupo das formas VV/DV e o grupo da forma IND e
também entre o grupo das formas DT/TT e o grupo da forma IND (Graéfico 13).
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Grafico 13 - Porcentagem média de células marcadas para CD16 por imuno-histoquimica in
situ de lesBes de pele de pacientes com diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV/DV (formas virchowiana e dimorfa-virchowiana), IND (forma indeterminada),
DT/TT (formas dimorfa-tuberculoide e tuberculoide).

Notas: n =27 (TT=6, DT=7, DV=4, VV=5, IND=5). Porcentagem de células marcadas:
VV/DV =77,3%, IND = 4,0%, DT/TT = 48,0%. Teste Kruskal-Wallis: p < 0,001.
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A porcentagem de células marcadas para CD16 nas biopsias das diferentes formas de
hanseniase foi: VV=89,2%, DV=62,5%, IND=4,0%, DT=28,3%, TT=71,2%. A porcentagem
de células marcadas para CD16 aumentou, em relacdo a marcagdo para CD14, em todas as
formas de hanseniase. O aumento foi mais expressivo na forma DV do que para as demais:
VV=aumento de 16%; DV=aumento de 140%; IND=aumento de 66,7%; DT=aumento de
62,6%; TT=aumento de 40,9% (Grafico 14).
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Gréfico 14 - Porcentagem média de células marcadas para CD16, por imuno-histoquimica in
situ de lesBes de pele de pacientes, estratificada conforme as diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV (forma virchowiana), DV (forma dimorfa-virchowiana), IND (forma
indeterminada), DT (forma dimorfa-tuberculoide), TT (forma tuberculoide).

Notas: n =27 (TT=6, DT=7, DV=4, VV=5, IND=5). Porcentagem de células marcadas:
VV=89,2%, DV=62,5%, IND=4,0%, DT=28,3%, TT=71,2%. Teste Kruskal-Wallis: p <
0,001.
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A relacdo entre as meédias de porcentagem de células marcadas para CD14 e para CD16
(CD14/CD16) variou pouco entre os diferentes grupos estudados (Tabela 8).

Tabela 8

Relacdo entre as médias de porcentagem de células marcadas para CD14 e CD16 nas
lesbes de pele de pacientes com diferentes formas de hanseniase.

Grupo VV/DV IND DT/TT \AY DV DT TT
CD14/CD16 0,7 0,6 0,6 0,8 0,4 0,6 0,7

Legenda: VV (forma virchowiana), DV (forma dimorfa-virchowiana), IND (forma
indeterminada), DT (forma dimorfa-tuberculoide), TT (forma tuberculoide), VV/DV (formas
virchowiana e dimorfa-virchowiana), DT/TT (formas dimorfa-tuberculoide e tuberculoide).
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5.5. AMARCACAO PARA CD62L, CD68, CD14 E CD16

A maioria das células com morfologia tipica de macrofagos nas lesbes de pele das diferentes
formas de hanseniase foi positiva para os marcadores CD62L, CD68, CD14 e CD16. Dentre
estas, a marcagdo do antigeno CD68 foi a que mostrou maior porcentagem média de células
marcadas. Poucas células com morfologia tipica de linfocitos foram marcadas para CD62L,

independente da forma estudada (Figura 10).

Figura 10: Detalhes da marcacdo imuno-histoquimica para CD68 e CD62L em bidpsias de pele
de lesdes de pacientes com diferentes formas de hanseniase (aumento 400x). A- Forma
tuberculoide com marcacdo para CD68: as células epitelioides e as células gigantes multinucleadas
sdo ressaltadas pela marcacdo, que ndo diferenciou subpopulacGes de macréfagos. B- Forma
virchowiana com marcagdo para CD68: as células espumosas sdo igualmente ressaltadas pela
marcacdo. C- Forma tuberculoide com marcacdo para CD62L: células epitelioides e células gigantes
multinucleadas sdo ressaltadas pela marcacdo. A marcacdo de linfocitos ndo é significativa. D-
Forma virchowiana com marcacdo para CD62L: em todos os casos de forma virchowiana houve
marcacdo de macrofagos na imuno-histoquimica para CD62L.



88

Com a marcacédo para CD16, foi possivel perceber um padrdo de distribuicdo centro-periferia
para os macrdfagos de lesdes das formas TT e DT. Os macr6fagos CD16" eram visualizados
mais na periferia dos granulomas, de permeio aos linfécitos, enquanto os macréfagos do
centro dos granulomas eram, em sua maioria, CD16°. As demais marcacdes ndo apresentaram

uma distribuicdo espacial especifica (Figura 11).

Figura 11: Detalhes da marcagdo imuno-histoquimica para CD14 e CD16 em biopsias de pele de
lesbes de pacientes com diferentes formas de hanseniase (aumento 400x). A- Forma dimorfa-
tuberculoide com marcacdo para CD14: as células epitelioides do centro do granuloma foram bem
marcadas. B- Forma virchowiana com marcagdo para CD14: o padrdo de marcagdo citoplasmético
predomina. C- Forma tuberculoide com marcacdo para CD16: os macrofagos da periferia do
granuloma sdo marcados, enquanto os do centro ndo sdo. D- Forma virchowiana com marcacao para
CD16: o padréo de marca¢do membranoso tipico.
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5.6. COMPARACAO DOS GRUPOS DT MACULAR X FORMA DT X FORMA IND
QUANTO AS MARCAGCOES PARA CD3, CD4, CD8, CD62L, CD68, CD14 E CD16

A classificacdo DT engloba um grupo especial de pacientes que possuem lesGes maculares
hipocrdbmicas multiplas. As bidpsias de pele destes pacientes exibem um infiltrado
inflamatorio semelhante aquele caracteristico da forma IND, ou seja, um infiltrado
linfohistiocitario de distribuicdo perivascular, perianexial e perineural, sem a formacédo de
granulomas. Até hoje, os estudos de imunofenotipagem de linfdcitos em lesdes de hanseniase
ndo avaliaram estes pacientes de forma especifica. Para avaliar as caracteristicas
imunofenotipicas do infiltrado inflamatério das lesdes de pele dos trés pacientes com forma
DT macular desta amostra, o grupo DT foi dividido. Como as caracteristicas
anatomopatoldgicas do grupo DT macular sdo semelhantes as da forma IND, os pacientes

com esta ultima forma foram incluidos na comparag&o.
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Na imuno-histoquimica para CD3, o nimero total de células contadas em cada caso (média,
minimo e maximo), para estes grupos, foi: DT macular = 903,5 (min: 788; méx: 1035); DT =
2.439,6 (min: 836; max: 8.188); IND = 1.277,5 (min: 801; max: 1.670).

N&o houve diferenga significativa (p = 0,2) entre as médias de porcentagem de células
marcadas para CD3 entre os grupos das formas DT e IND e o grupo de pacientes com a forma

DT com lesdes maculares, respectivamente, 74,2%; 63,2%; 54,3% (Grafico 15).
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Grafico 15 - Porcentagem média de células marcadas para CD3 por imuno-histoquimica in
situ de lesBes de pele de pacientes com hanseniase das formas dimorfa-tuberculoide macular,
dimorfa-tuberculoide e indeterminada.

Legenda: DT Macular (forma dimorfa-tuberculoide com lesdes maculares), DT (forma
dimorfa-tuberculoide, excluidos os pacientes com lesdes maculares), IND (forma
indeterminada).

Notas: n = 12 (DT Macular = 3, DT =4, IND = 5). Porcentagem de celulas marcadas: DT
Macular = 54,3%, DT = 74,2%, IND = 63,2%. Teste Kruskal-Wallis: p <0,2.
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Na imuno-histoquimica para CD4, o nimero total de células contadas em cada caso (média,
minimo e maximo), para estes grupos, foi: DT macular = 971,9 (min: 921; max: 1.050); DT =
1.897,5 (min: 982; méax: 4.344); IND = 1.366,1 (min: 868; max: 1.720).

N&o houve diferenca significativa (p = 0,37) entre as médias de porcentagem de células
marcadas para CD4 entre os grupos das formas DT e IND e o grupo de pacientes com a forma

DT com lesdes maculares (respectivamente: 67,5%; 55,6%; 58,0%) (Grafico 16).
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Grafico 16 - Porcentagem média de células marcadas para CD4 por imuno-histoquimica in
situ de lesBes de pele de pacientes com hanseniase das formas dimorfa-tuberculoide macular,
dimorfa-tuberculoide e indeterminada.

Legenda: DT Macular (forma dimorfa-tuberculoide com lesdes maculares), DT (forma
dimorfa-tuberculoide, excluidos os pacientes com lesdes maculares), IND (forma
indeterminada).

Notas: n = 12 (DT Macular = 3, DT =4, IND = 5). Porcentagem de células marcadas: DT
Macular = 58,0%, DT = 67,5%, IND = 55,6%. Teste Kruskal-Wallis: p < 0,37.
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Na imuno-histoquimica para CD8, o nimero total de células contadas em cada caso (media,
minimo e maximo), para estes grupos, foi: DT macular = 908,5 (min: 789; max: 1.038); DT =
2.155,6 (min: 909; méax: 6.265); IND = 1.255,8 (min: 806; max: 1.619).

A porcentagem de células marcadas para CD8 foi menor (p = 0,02) no grupo de pacientes
com a forma DT do que nos grupos com as formas IND e DT macular (respectivamente:
50,0%; 78,2%; 80,0%). Na marcacdo para CD8, o grupo DT-macular apresentou uma

imunofenotipagem mais semelhante ao grupo indeterminado que ao grupo DT (Grafico 17).
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Graéfico 17 - Porcentagem média de células marcadas para CD8 por imuno-histoquimica in
situ de lesdes de pele de pacientes com hanseniase das formas dimorfa-tuberculoide macular,
dimorfa-tuberculoide e indeterminada.

Legenda: DT Macular (forma dimorfa-tuberculoide com les6es maculares), DT (forma
dimorfa-tuberculoide, excluidos os pacientes com lesdes maculares), IND (forma
indeterminada).

Notas: n = 12 (DT Macular = 3, DT =4, IND = 5). Porcentagem de células marcadas: DT
Macular = 80,0%, DT =50,0%, IND = 78,2%. Teste Kruskal-Wallis: p = 0,02.
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A relacdo entre as médias de porcentagem de células marcadas para CD4 e para CD8
(CD4/CD8) foi de 0,7 para o grupo da forma DT macular, de 0,7 para o grupo da forma IND e
de 1,4 para o grupo da forma DT. O grupo DT-macular apresentou preponderancia da

marcacdo para CD8 enquanto o grupo DT apresentou preponderancia da marcacéao para CDA4.

Na imuno-histoquimica para CD62L, o numero total de células contadas em cada caso
(média, minimo e maximo), para estes grupos, foi: DT macular = 927,5 (min: 832; max:
1.041); DT = 2.376,3 (min: 1.000; max: 6.888); IND = 1.299,4 (min: 821; max: 1.669).

A porcentagem de células marcadas para CD62L foi maior no grupo de pacientes com a
forma DT do que nos grupos com as formas DT macular e IND (respectivamente: 12,5%;
51,8%; 4,9%), porém sem significancia estatistica (p = 0,16). Na marcacdo para CD62L, o
grupo DT-macular apresentou uma imunofenotipagem mais semelhante ao grupo IND
(Gréfico 18).
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Graéfico 18 - Porcentagem média de células marcadas para CD62L por imuno-histoquimica in
situ de lesdes de pele de pacientes com hanseniase das formas dimorfa-tuberculoide macular,
dimorfa-tuberculoide e indeterminada.

Legenda: DT Macular (forma dimorfa-tuberculoide com lesées maculares), DT (forma
dimorfa-tuberculoide, excluidos os pacientes com lesdes maculares), IND (forma
indeterminada).

Notas: n = 12 (DT Macular = 3, DT =4, IND = 5). Porcentagem de células marcadas: DT
Macular =12,5%, DT = 51,8%, IND = 4,9%. Teste Kruskal-Wallis: p = 0,16.
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Na imuno-histoquimica para CD68, o numero total de células contadas em cada caso (media,
minimo e maximo), para estes grupos, foi: DT macular = 903,5 (min: 785; max: 1.035); DT =
2.476,0 (min: 805; max: 5.242); IND = 1.337,7 (min: 803; max: 1.626).

A porcentagem de células marcadas para CD68 foi menor no grupo de pacientes com a forma
IND do que nos grupos com as formas DT e DT macular (respectivamente: 15,2%; 48,5%);
37,6%), porém sem significancia estatistica (p = 0,2). Na marcacgdo para CD68, o grupo DT-
macular apresentou uma imunofenotipagem mais semelhante ao grupo DT que ao grupo da
forma IND (Gréfico 19).

CcCD68

2
8 0.61
; T
[%2]
=
=
w 0.4
L
[%2]
©
S —
(]
2 0.2
©
€
[%2]
=
=}
o 0.0 T T
© < A

& 9 N

Graéfico 19 - Porcentagem média de células marcadas para CD68 por imuno-histoquimica in
situ de lesdes de pele de pacientes com hanseniase das formas dimorfa-tuberculoide macular,
dimorfa-tuberculoide e indeterminada.

Legenda: DT Macular (forma dimorfa-tuberculoide com les6es maculares), DT (forma
dimorfa-tuberculoide, excluidos os pacientes com lesdes maculares), IND (forma
indeterminada).

Notas: n = 12 (DT Macular = 3, DT =4, IND = 5). Porcentagem de células marcadas: DT
Macular = 37,6%, DT = 48,5%, IND = 15,2%. Teste Kruskal-Wallis: p = 0,2.



95

Na imuno-histoquimica para CD14, o nimero total de células contadas em cada caso (media,
minimo e maximo), para estes grupos, foi: DT macular = 798,3 (min: 758; max: 811); DT =
2.458,2 (min: 808; max: 6.984); IND = 1.422,8 (min: 699; max: 2.004).

N&o houve diferenca significativa (p = 0,28) das médias de porcentagem de células marcadas
para CD14 entre os grupos das formas IND, DT e DT com les6es maculares (respectivamente:
2,4%; 16,7%; 18,3%). Mas, da mesma forma que para a marcacdo para CD68, o grupo DT

macular se assemelhou mais ao grupo DT que ao grupo da forma IND (Grafico 20).
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Graéfico 20 - Porcentagem média de células marcadas para CD14 por imuno-histoquimica in
situ de lesdes de pele de pacientes com hanseniase das formas dimorfa-tuberculoide macular,
dimorfa-tuberculoide e indeterminada.

Legenda: DT Macular (forma dimorfa-tuberculoide com les6es maculares), DT (forma
dimorfa-tuberculoide, excluidos os pacientes com lesdes maculares), IND (forma
indeterminada).

Notas: n = 12 (DT Macular = 3, DT =4, IND = 5). Porcentagem de células marcadas: DT
Macular = 18,3%, DT = 16,7%, IND = 2,4%. Teste Kruskal-Wallis: p = 0,28.
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Na imuno-histoquimica para CD16, o numero total de células contadas em cada caso (média,
minimo e maximo), para estes grupos, foi: DT macular = 793,2 (min: 634; méx: 951); DT =
2.107,5 (min: 676; max: 5.306); IND = 1.462,9 (min: 612; max: 2.319).

A porcentagem de células marcadas para CD16 foi maior no grupo de pacientes com a forma
DT do que nos grupos com as formas IND e DT macular (respectivamente: 42,5%; 4,0%;
9,3%), porém sem significancia estatistica (p = 0,09). Ao contrario das marcacdes para CD68
e CD14, aqui, o grupo DT macular se assemelhou mais ao grupo da forma IND do que ao
grupo DT (Gréfico 21).

A relacdo entre as médias de porcentagem de células marcadas para CD14 e para CD16
(CD14/CD16) foi de 2,0 para o grupo da forma DT macular e de 0,4 e 0,6 para 0s grupos das
formas DT e IND, respectivamente. O grupo DT-macular apresentou preponderancia da
marcagdo para CD14 enquanto o grupo DT apresentou preponderancia da marcagdo para
CD16.
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Gréfico 21 - Porcentagem média de células marcadas para CD16 por imuno-histoquimica in
situ de lesBes de pele de pacientes com hanseniase das formas dimorfa-tuberculoide macular,
dimorfa-tuberculoide e indeterminada.

Legenda: DT Macular (forma dimorfa-tuberculoide com lesdes maculares), DT (forma
dimorfa-tuberculoide, excluidos os pacientes com lesdes maculares), IND (forma
indeterminada).

Notas: n = 12 (DT Macular = 3, DT =4, IND = 5). Porcentagem de células marcadas: DT
Macular = 9,3%, DT = 42,5%, IND = 4,0%. Teste Kruskal-Wallis: p = 0,09.
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5.7. MARCACAO PARA CD163, L1, FERRO

No momento da quantificacdo da marcacdo por CD163, L1 e ferro ja haviam sido incluidos, e
tiveram entdo suas biopsias avaliadas com estas coloragbes, 53 pacientes (TT=7, DT=20,
DD=1, DV=6, VV=12, IND=7).

As células marcadas para CD163 tem uma morfologia tipica de macrofagos (Figura 12). Nos
casos das formas VV e DV a marcacao evidenciou o citoplasma amplo e de coloracao
acastanhada clara de células maiores, com nucleo maior, claro e mais vesiculoso. Nos casos
das formas TT e DT a marcacdo ressaltou o citoplasma de células um pouco menores, mas,
ainda sim, maiores que linfocitos. Nestes casos, as células marcadas apresentaram citoplasma
de coloracdo acastanhada mais intensa e apresentavam nudcleo um pouco menos vesiculoso

que as anteriores.

A marcacdo citoplasmatica de coloracdo menos intensa dos macrofagos espumosos das
formas VV e DV foi devida a um padrdo de marcacdo que poupou as vesiculas lipidicas
citoplasmaticas. A marcacéo citoplasmatica dessas células teve um aspecto vesicular, no qual
as vesiculas lipidicas incolores foram demarcadas e ressaltadas por uma fina linha externa de

marcagdo acastanhada.

A coloracdo para CD163 apresentou um gradiente de concentracdo nos granulomas das
formas TT e DT. As células marcadas nestes granulomas estavam dispostas, em sua maioria,
na regido periférica, de permeio aos linfocitos. Raramente houve marcagdo de células na
regido central destes granulomas e, quando isso ocorreu, tratou-se, quase sempre, de casos da
forma DT. As células epitelioides e as células gigantes multinucleadas ndo apresentaram

marcacgéo para CD163 (Figura 12).
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Figura 12: Detalhes da marcacdo imuno-histoquimica para CD163 em biopsias de pele de
lesbes de pacientes com diferentes formas de hanseniase (aumento 400x). A- Forma dimorfa-
virchowiana: notar que a marcacao evidenciou o citoplasma amplo e de coloragéo acastanhada clara
de células maiores, com nucleo amplo, claro e vesiculoso. B- Forma tuberculoide: notar que a
marcacdo a marcacdo ressaltou o citoplasma de células um pouco menores, com coloracdo
acastanhada mais intensa e de ndcleo um pouco menos vesiculoso. C- Forma virchowiana: notar a
marcacdo citoplasmética de aspecto vesicular, em que as vesiculas lipidicas foram ressaltadas por
fina linha externa de marcacdo acastanhada. D- Forma virchowiana: a maioria das células foram
marcadas para CD163. E/F- Formas dimorfa-tuberculoide e tuberculoide, respectivamente. As
células marcadas nos granulomas estdo dispostas na regido periférica, de permeio aos linfocitos. As
células epitelioides ndo apresentaram marcagao.
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A coloracéo para L1 mostrou-se menos informativa que a coloragdo para CD163, na medida
em que a intensidade de marcacdo foi menor, bem como a quantidade de células marcadas.
Né&o foi possivel perceber um gradiente de concentracéo de células marcadas nos granulomas
das formas TT e DT. Apesar de ndo ter havido marcacao de células no centro dos granulomas,

ndo houve marcacao de células em sua periferia (Figura 13).

A coloracéo para ferro evidenciou depdsitos intracelulares sobretudo nos casos da forma VV.
A localizacdo intracelular dos depdsitos foi evidenciada pelo aspecto vesiculoso da marcagéo,
causado pela presenca das vesiculas lipidicas no citoplasma das células espumosas. Nao é
possivel discernir se houve marcagéo de depositos extracelulares de ferro (Figura 13).
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Figura 13: Detalhes da marcagdo imuno-histoquimica para CD163 e L1 e da marcacdo para
ferro em bidpsias de pele de lesdes de pacientes com diferentes formas de hanseniase (aumento
400x). A/B- Forma tuberculoide e marcacdo para CD163 evidenciando um gradiente de marcacéo
centro-periferia. C- Forma virchowiana e marcagdo para L1: a intensidade de marcag&o foi menor que
a obtida para os casos de forma virchowiana marcados com CD163. D- Forma tuberculoide e
marcacdo para L1: ndo ha o gradiente de concentracdo centro-periferia evidente na marcacdo para
CD163. E- Forma virchowiana: a localizacdo intracelular dos depdsitos de ferro é evidenciada pelo
aspecto vesiculoso da marcacdo, causado pela presenca das vesiculas lipidicas no citoplasma das
células espumosas. F- Forma tuberculoide: a coloracéo para depositos de ferro é negativa.
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5.8. QUANTIFICACAO DA MARCACAO PARA CD163, L1, FERRO

Na imuno-histoquimica para CD163, o nimero total médio de células contadas em cada caso,
conforme as diferentes formas, foi: VV = 3.049,9 (min: 592; méax: 4.724); DV = 2.891 (min:
354; max: 5.925); DD = 1.429; DT = 3.863,3 (min: 96; max: 10.633); TT = 3.294,6 (min:
760; max: 5.250); IND = 1.190,1 (min: 386; max: 2.218).

A porcentagem média de células marcadas para CD163 foi maior no grupo das formas
VV/DV/DD do que na forma IND e no grupo das formas DT/TT, respectivamente, 49,0%);
10,1%; 12,5% (p = 0,0003) (Grafico 22).
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Graéfico 22 - Porcentagem média de células marcadas para CD163 por imuno-histoquimica in
situ de lesdes de pele de pacientes com diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV/DV/DV (formas virchowiana, dimorfa-virchowiana e dimorfa-dimorfa), IND
(forma indeterminada), TT/DT (formas tuberculoide e dimorfa-tuberculoide).

Notas: n =53 (TT=7, DT=20, DD=1, DV=6, VV=12, IND=7). Porcentagem de células
marcadas: VV/DV/DD = 49,0%, IND = 10,1%, TT/DT = 12,5%. Teste Kruskal-Wallis: p =
0,0003.
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A quantidade de células marcadas para CD163 foi maior a medida que se aproximou do polo
virchowiano (VV=62,5%, DV=29,1%, DD=6,0%, DT=12,2%, TT=13,4%, IND=10,1%)
(Grafico 23).

0.8 1 I I

0.6

M T

0.2

0.0 T

células marcadas/células totais

Graéfico 23 - Porcentagem média de células marcadas para CD163, por imuno-histoquimica in
situ de lesdes de pele de pacientes, estratificada conforme as diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV (forma virchowiana), DV (forma dimorfa-virchowiana), DD (forma dimorfa-
dimorfa), DT (forma dimorfa-tuberculoide), TT (forma tuberculoide), IND (forma
indeterminada).

Notas: n =53 (TT=7, DT=20, DD=1, DV=6, VV=12, IND=7). Porcentagem de células
marcadas: VV=62,5%, DV=29,1%, DD=6,0%, DT=12,2%, TT=13,4%, IND=10,1%. Teste
Kruskal-Wallis: p < 0,0002.
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Na imuno-histoquimica para L1, o nimero total médio de células contadas em cada caso,
conforme as diferentes formas, foi: VV = 3.738,8 (min: 1433; méax: 5.778); DV = 4.089,8
(min: 967; max: 7.150); DD = 609; DT = 4.730,5 (min: 427; méx: 11.723); TT = 3.426,8
(min: 1.171; max: 4.697); IND = 1.293,1 (min: 796; méax: 2.377).

Em todos os casos, a quantidade de células marcadas para L1 foi menor que a quantidade de
células marcadas para CD163. A porcentagem média de células marcadas para L1 foi maior
no grupo das formas VV/DV/DD do que na forma IND e no grupo das formas DT/TT,
respectivamente, 9,5%; 3,8%; 3,8% (p = 0,045) (Gréfico 24).
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Graéfico 24 - Porcentagem média de células marcadas para L1 por imuno-histoquimica in situ
de lesBes de pele de pacientes com diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV/DV/DV (formas virchowiana, dimorfa-virchowiana e dimorfa-dimorfa), IND
(forma indeterminada), TT/DT (formas tuberculoide e dimorfa-tuberculoide).

Notas: n =53 (TT=7, DT=20, DD=1, DV=6, VV=12, IND=7). Porcentagem de células
marcadas: VV/DV/DD = 9,5%, IND = 3,8%, TT/DT = 3,8%. Teste Kruskal-Wallis: p =
0,045.
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O comportamento da marcacdo para L1 foi semelhante ao da marcacéo para CD163, uma vez
que a quantidade de células marcadas para L1 foi maior a medida que se aproximou do polo
virchowiano (VV=12,1%, DV=4,6%, DD=2,9%, DT=3,7%, TT=4,1%, IND=3,8%) (Gréfico
25).
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Graéfico 25 - Porcentagem média de células marcadas para L1, por imuno-histoquimica in situ
de lesGes de pele de pacientes, estratificada conforme as diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV (forma virchowiana), DV (forma dimorfa-virchowiana), DD (forma dimorfa-
dimorfa), DT (forma dimorfa-tuberculoide), TT (forma tuberculoide), IND (forma
indeterminada).

Notas: n =53 (TT=7, DT=20, DD=1, DV=6, VV=12, IND=7). Porcentagem de células
marcadas: VV=12,1%, DV=4,6%, DD=2,9%, DT=3,7%, TT=4,1%, IND=3,8%. Teste
Kruskal-Wallis: p = 0,16.



105

Na marcagdo para ferro, a area total média avaliada em cada caso, conforme as diferentes
formas, foi: VV = 4,6 x 10° pm? (min: 1,2 x 10° pm?; max: 8,7 x 10° um?); DV = 3,5 x 10°
um? (min: 0,6 x 10° pm?; max: 5,8 x 10° um?); DD = 3,3 x 10° um?; DT = 3,7 x 10° um?
(min: 0,6 x 10° pm?; max: 6,9 x 10° pm?); TT = 3,5 x 10° um? (min: 1,0 x 10° um?; méax: 6,0
x 10° um?); IND = 3,5 x 10° um? (min: 2,3 x 10° pm?; max: 5,0 x 10° um?).

A porcentagem média de area marcada para ferro foi maior no grupo das formas VV/DV/DD
do que na forma IND e no grupo das formas DT/TT, respectivamente, 1,45%; 0,05%; 0,36%,
porém sem significancia estatistica (p = 0,08) (Gréfico 26).

Ferro

% de area marcada

Gréfico 26 - Porcentagem média de area marcada para ferro em lesdes de pele de pacientes
com diferentes formas de hanseniase.

Legenda: VV/DV/DV (formas virchowiana, dimorfa-virchowiana e dimorfa-dimorfa), IND
(forma indeterminada), TT/DT (formas tuberculoide e dimorfa-tuberculoide).

Notas: n =53 (TT=7, DT=20, DD=1, DV=6, VV=12, IND=7). Porcentagem de area marcada:
VV/DV/DD = 1,45%, IND = 0,05%, TT/DT = 0,36%. Teste Kruskal-Wallis: p = 0,08.
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A porcentagem de area marcada para ferro foi maior na forma VV que nas demais (VV=2,1%,
DV=0,27%, DD=0,04%, DT=0,5%, TT=0,08%, IND=0,05%), porém sem significancia
estatistica (p = 0,24) (Gréafico 27).
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Graéfico 27 - Porcentagem média de area marcada para ferro em lesdes de pele de pacientes
com hanseniase, estratificada conforme as diferentes formas da doenca.

Legenda: VV (forma virchowiana), DV (forma dimorfa-virchowiana), DD (forma dimorfa-
dimorfa), DT (forma dimorfa-tuberculoide), TT (forma tuberculoide), IND (forma
indeterminada).

Notas: n =53 (TT=7, DT=20, DD=1, DV=6, VV=12, IND=7). Porcentagem de area marcada:
VV=2,1%, DV=0,27%, DD=0,04%, DT=0,5%, TT=0,08%, IND=0,05%. Teste Kruskal-
Wallis: p < 0,24.
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5.9. AMARCACAO CD163, L1, FERRO EM ALGUNS CASOS DISCORDANTES

Alguns casos com discordancia dos componentes clinico e histopatoldgico da classificacdo de
Ridley e Jopling tiveram as marcagdes para CD163, L1 e ferro comparadas aos casos tipicos,
sem discordancia. Estes casos foram escolhidos por representarem controvérsias importantes
na classificacdo da hanseniase. Dessa forma, foram avaliados trés casos envolvendo a
discordancia DT x IND. O primeiro deles é representante do grupo DT-macular. O segundo
representa uma discordancia comum, na qual o exame anatomopatolégico destoa da
exuberancia das manifestagdes clinicas e resulta em achados discretos. O terceiro demonstra a
importancia da bidpsia na identificacio da forma DT frente a manifestagdes clinicas
inicialmente sugestivas da forma IND. Também foi escolhido um caso envolvendo a
discordancia TT x IND, em gque o componente destoante é o exame anatomopatoldgico. Por
fim, um caso envolvendo a discordancia DD x IND, representativo da dificuldade existente na
identificacdo da rara forma DD.
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O caso DT macular, com bidpsia de forma IND, foi comparado com os grupos de forma IND
e DT quanto as marcaces para CD163, L1 e ferro. Ndo houve diferenga em relagdo a
marcacdo para CD163 e L1 entre este caso e 0s grupos. De fato, a marcacéo para CD163 e L1
ndo diferiu entre os grupos de forma IND e DT nesta amostra. Por outro lado, a porcentagem
de &rea marcada para ferro na biopsia do paciente DT macular se assemelhou mais aos casos
da forma IND que aos casos da forma DT. A marcacgéo para ferro foi mais compativel com a

classificacdo histopatoldgica que com a classificacao clinica (Grafico 28).
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Grafico 28 - Comparacéo entre um caso com manifestaco clinica da forma DT-macular e
biopsia da forma IND e 0s casos tipicos de forma IND e DT, quanto as marcacgdes para

CD163, L1 e ferro.

Legenda: DT (grupo de casos da forma dimorfa-tuberculoide), IND (grupo de casos da forma
indeterminada), DT Macular (paciente com clinica atipica da forma DT: lesdes maculares

maltiplas e bidpsia tipica da forma IND).

Notas: n =25 (DT=17, IND=7, DT Macular = 1). Porcentagem de células marcadas na
imuno-histoquimica para CD163: DT=12,7%, IND=10,1%, DT macular=11,6%. Porcentagem

de células marcadas na imuno-histoquimica para L1: DT=3,8%, IND=3,8%, DT

macular=4,5%. Porcentagem de &rea marcada na coloracdo para ferro: DT=0,5%,
IND=0,05%, DT Macular=0,02%.
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O com tipica clinica DT e biopsia de forma IND também foi comparado com os grupos de
forma IND e DT quanto & marcacdo para CD163, L1 e ferro. Seus resultados foram
semelhantes aos do paciente anterior. Sua bidpsia mostrou mais semelhanca com o grupo de
forma IND, uma vez que a area marcada para ferro foi menor que a média do grupo de forma
DT. A marcacéo para ferro foi mais compativel com a classificacdo histopatolégica que com a
classificacdo clinica (Gréfico 29).
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Graéfico 29 - Comparacdo entre um caso com manifestacdo clinica tipica da forma DT e
bidpsia da forma IND e os casos tipicos de forma IND e DT, quanto as marcagdes para
CD163, L1 e ferro.

Legenda: DT (grupo de casos da forma dimorfa-tuberculoide), IND (grupo de casos da forma
indeterminada), DT com bidpsia IND (paciente com clinica tipica da forma DT e bidpsia
tipica da forma IND).

Notas: n =25 (DT=17, IND=7, DT com bidpsia IND = 1). Porcentagem de células marcadas
na imuno-histoquimica para CD163: DT=12,7%, IND=10,1%, DT com bidépsia IND=10,4%.
Porcentagem de células marcadas na imuno-histoquimica para L1: DT=3,8%, IND=3,8%, DT
com biopsia IND =3,2%. Porcentagem de area marcada na coloracao para ferro: DT=0,5%,
IND=0,05%, DT com bidpsia IND =0,009%.
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O caso com clinica da forma IND e bidpsia de forma DT demonstrou area de marcagdo para
ferro mais compativel com o grupo de forma DT do que com o grupo de forma IND. Mais
uma vez, a marcacdo para ferro foi mais compativel com a classificagdo histopatologica que

com a classificacéo clinica (Grafico 30).
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Gréfico 30 - Comparagdo entre um caso com manifestacao clinica tipica da forma IND e
bidpsia tipica da forma DT e o0s casos tipicos de forma IND e DT, quanto as marcacdes para
CD163, L1 e ferro.

Legenda: DT (grupo de casos da forma dimorfa-tuberculoide), IND (grupo de casos da forma
indeterminada), Clinica IND com biopsia DT (paciente com clinica tipica da forma IND e
bidpsia tipica da forma DT).

Notas: n =25 (DT=17, IND=7, Clinica IND com biépsia DT = 1). Porcentagem de células
marcadas na imuno-histoquimica para CD163: DT=12,7%, IND=10,1%, Clinica IND com
bidpsia DT =5,4%. Porcentagem de células marcadas na imuno-histoquimica para L1:
DT=3,8%, IND=3,8%, Clinica IND com biopsia DT =1,7%. Porcentagem de area marcada na
coloragéo para ferro: DT=0,5%, IND=0,05%, Clinica IND com bidpsia DT =0,7%.
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De forma interessante, um caso com clinica tipica da forma TT, apresentou bidpsia
compativel com a forma IND. Os grupos de pacientes com as formas TT e IND apresentaram
pouca marcacao para CD163 e L1 e 0 caso em questdo apresentou uma marcacao ainda menor
para estes marcadores. Todavia, sua marcacdo para ferro foi mais intensa que a dos referidos

grupos (Grafico 31).
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Gréfico 31 - Comparacgdo entre um caso com clinica da forma TT e bidpsia da forma IND e
0s grupos de pacientes com formas TT e IND, quanto as marcacdes para CD163, L1 e ferro.

Legenda: TT (grupo de casos da forma tuberculoide), IND (grupo de casos da forma
indeterminada), TT com bidpsia IND (paciente com clinica tipica da forma TT e bidpsia tipica
da forma IND).

Notas: n = 14 (TT=6, IND=7, TT com bidpsia IND=1). Porcentagem de células marcadas na
imuno-histoquimica para CD163: TT=15,1%, IND=10,1%, TT com bidpsia IND=3,4%.
Porcentagem de células marcadas na imuno-histoquimica para L1: TT=4,6%, IND=3,8%, TT
com bidpsia IND=1,5%. Porcentagem de area marcada na coloracdo para ferro: TT=0,07%,
IND=0,05%, TT com bidpsia IND =0,16%.
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No caso classificado como forma DD, a bidpsia foi compativel com a forma IND. Como
apenas um paciente da amostra foi classificado com forma DD, como critério de comparacao
foi escolhido o grupo de pacientes multibacilares VV/DV/DD. Em relacdo a este caso, as
marcacgdes para CD163, L1 e ferro foram mais compativeis com os resultados dos pacientes
de forma IND que os daqueles do grupo VV/DV/DD. Mais uma vez, as marcagdes foram
mais compativeis com a classificacdo histopatoldgica que com a classificacdo clinica (Gréafico
32).
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Graéfico 32 - Comparacdo entre um caso com clinica da forma DD e biopsia da forma IND e
0s grupos de pacientes com formas VV/DV/DD e IND, quanto as marcacgdes para CD163, L1

e ferro.

Legenda: VV/DV/DD (grupo de casos das formas virchowiana/dimorfa-virchowiana/dimorfa-
dimorfa), IND (grupo de casos da forma indeterminada), DD com bidpsia IND (paciente com
clinica tipica da forma DD e biopsia tipica da forma IND).

Notas: n = 26 (VV/DV/DD=18, IND=7, DD com bidpsia IND =1). Porcentagem de células
marcadas na imuno-histoquimica para CD163: VV/DV/DD=51,3%, IND=10,1%, DD com
biopsia IND=6,0%. Porcentagem de células marcadas na imuno-histoquimica para L1:
VV/DV/DD=9,9%, IND=3,8%, DD com biopsia IND=2,9%. Porcentagem de area marcada
na coloracdo para ferro: VV/DV/DD=1,54%, IND=0,05%, DD com biopsia IND =0,04%.
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6. DISCUSSAO

6.1. COMPARACAO ENTRE AS DIFERENTES CLASSIFICACOES

A concordancia entre a classificacdo operacional da OMS e a classificacdo utilizada no
servico de referéncia foi apenas moderada (kappa=0,49). A contagem do numero de lesdes
superestimou o numero de pacientes multibacilares (42,9% x 38,8%) e, mesmo assim,
classificou como paucibacilares 26,3% dos pacientes considerados multibacilares pela
classificacdo do servico de referéncia. Superestimar o numero de pacientes multibacilares
possibilita o surgimento de diferentes problemas, pois aumenta, desnecessariamente, o tempo
de tratamento, de seis para doze meses. Isto onera o sistema publico de salde, onde o paciente
¢ acompanhado durante todo o tratamento, além de causar transtornos ao préprio paciente,
que serd submetido a um tratamento com mais medicamentos do que deveria e por mais
tempo, obrigando-o a se adaptar ao acompanhamento mensal substancialmente prolongado.
Ou seja, aumentam-se a chance de efeitos adversos advindos da terapia e a chance de o
paciente abandonar o tratamento antes de completa-lo. Por outro lado, classificar de forma
errada o paciente como paucibacilar possibilita o surgimento de problemas diferentes, pois
resulta em tratamento insuficiente. Primeiro, resultard& em maior chance de recidiva e
complicacBes decorrentes da doenca. Segundo, dificultard o controle epidemiolégico da
hanseniase, uma vez que os casos multibacilares sdo os responsaveis pela disseminacdo da

doenca e sua manutengao.

Neste sentido, nossos resultados sdo corroborados pelos trabalhos de outros autores, que
apontaram falhas semelhantes da classificacdo operacional da OMS. Em uma pesquisa com
264 pacientes nas Filipinas, 31-58% dos casos considerados multibacilares por meio de
baciloscopia ou biopsia de pele apresentavam menos de seis lesbes cutaneas e teriam sido
tratados como paucibacilares se classificados apenas conforme o numero de lesdes
(PARDILLO et al.,, 2007). Em um trabalho brasileiro, realizado no Estado de Sergipe,
envolvendo os registros de 1213 pacientes, 11% dos casos com menos de seis lesdes cutaneas
apresentavam baciloscopia positiva (CAVALCANTI et al., 2012). A classifica¢do operacional

da OMS resulta em um numero expressivo de “falsos-paucibacilares”.
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A comparacdo entre as diferentes formas de classificagdo de hanseniase demonstrou que a
classificacdo conforme o numero de segmentos corporais afetados apresentou melhor
concordancia com a classificacdo utilizada no servico de referéncia do que a classificacao
operacional da OMS. Mais que isso, a sensibilidade para a deteccdo de casos multibacilares
obtida pela classificacdo conforme o nimero de segmentos corporais afetados foi superior a
da classificacdo que leva em conta o nimero de lesdes. A sensibilidade para a deteccdo de
casos multibacilares é qualidade intrinseca fundamental de um método de classificacdo de
hanseniase (GUPTA et al., 2012). Quanto melhor a sensibilidade do sistema de classificacdo
para deteccdo de multibacilaridade, menores as chances de se submeter um paciente a dose
insuficiente de poliquimioterapia, menores os indices de recidiva e melhor o controle
epidemioldgico da transmissdo da hanseniase (LOCKWOOQOD et al., 2007).

Este bom desempenho ja& foi descrito por outros autores. Em um estudo envolvendo 756
pacientes, no Nepal, a sensibilidade e especificidade da classificagdo conforme os segmentos
corporais afetados (trés ou mais), comparada a baciloscopia e a0 exame anatomopatologico,
foi de 93% e 39%, respectivamente (VAN BRAKEL et al., 1992). Em outro trabalho, com
100 pacientes, na India, a classificacio conforme o niimero de segmentos corporais afetados
(dois ou mais) teve melhor sensibilidade (90% x 63%) que a classificacdo operacional da
OMS, mas pior especificidade (75% x 85%) (GUPTA et al., 2012).

Estes resultados parecem indicar que a dispersdo das lesdes ao longo da superficie cutanea
seja um melhor indicador de multibacilaridade do que a contagem simples das lesdes. Outra
explicagdo pode ser o fato de a classificagcdo conforme o nimero de segmentos corporais
afetados levar em consideracdo ndo apenas a presenca de lesGes cutaneas, mas também o
acometimento neuroldgico. Lesdes cutadneas concomitantes a neuropatias em segmentos
corporais distintos sdo clinicamente mais sugestivos de casos multibacilares (ARAUJO,
2003). De qualquer maneira, se por um lado a inclusdo do critério neurologico melhora a
sensibilidade da classificagdo conforme o nimero de segmentos corporais, por outro, a
necessidade da avaliagdo neuroldgica a torna de mais complexa efetivacdo fora dos servicos

de referéncia em hanseniase.

Quanto a classificagdo de Ridley e Jopling, a concordancia plena entre o componente clinico e
0 componente anatomopatolégico ocorreu em apenas 46,9% dos casos. Os proprios

idealizadores da classificacdo obtiveram concordancia plena em apenas 68% dos 82 casos que
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estudaram (RIDLEY e JOPLING, 1966). Meyers et al., estudando 1429 pacientes, relataram
concordéncia plena em 77,2% dos casos, mas ndo publicaram seus resultados completos
(MEYERS et al., 1979). Sehgal et al. estudaram 82 pacientes e houve concordancia perfeita
em apenas 42,7% (SEHGAL et al., 1977).

No presente trabalho, a melhor concordéncia clinico-patolégica foi para a forma VV (85,7%),
seguida da forma IND (72,7%), achados semelhantes ao de outros autores (BHATIA et al.,
1993; MOORTHY et al., 2001; SHARMA et al., 2008; SANTOS et al., 2013). A pior taxa de
concordéancia foi para a forma DV (14,3%), para a qual outros autores relataram
concordancias entre 43% e 70% (SEHGAL et al., 1980; BHATIA et al., 1993; MOORTHY et
al., 2001; SHARMA et al.,, 2008; LOCKWOOQOD et al., 2012). Na presente amostra, as
discordancias envolvendo o diagndstico histologico de forma DV ocorreram em relacdo ao
diagnéstico clinico de forma DT (cinco dos seis casos discordantes). Lockwood et al.
estudaram 303 casos de hanseniase multibacilar e relataram que 41% dos pacientes com
forma clinica DT foram reclassificados pelo exame anatomopatolégico, sendo quase um terco
deles para a forma DV (LOCKWOOD et al., 2012).

Diferentes fatores explicam a discordancia clinico-patoldgica das formas DT e DV. Primeiro,
algumas vezes, a diferenciacdo entre estas formas do espectro é dificil clinicamente. Segundo,
o0s casos discordantes entre as duas formas podem representar simplesmente a instabilidade
imunoldgica natural da hanseniase, com consequente dissociacdo clinica e anatomopatoldgica
flagrada no momento da pesquisa (MOORTHY et al., 2001; LOCKWOOQD et al., 2012).
Terceiro, a dificuldade pode ser mais de ordem prética. Apesar de pormenorizados e
especificos, os critérios anatomopatologicos de Ridley e Jopling ndo sdo de facil
interpretacdo. Em alguns casos € muito dificil diferenciar um infiltrado em que predominam
0s macréfagos com pequenas vesiculas de gordura de um infiltrado em que predominam
células epitelioides, fato € que o indice baciloscopico foi ressaltado por Ridley como um
critério importante para a diferenciacdo anatomopatoldgica das formas DT, DD e DV
(RIDLEY, 1974).

Também foi baixa a correlagdo clinico-patologica da forma TT (28,6%). Dentre os casos
clinicamente da forma TT, houve mais casos reclassificados para a forma DT do que
confirmados pelo anatomopatolégico. De forma inversa, dos 22 casos clinicamente

classificados como DT, cinco foram reclassificados para forma TT pelo patologista.
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Manandhar et al. tiveram confirmacdo histologica em apenas seis de 25 pacientes
clinicamente classificados com a forma TT, enquanto treze foram reclassificados para forma
DT (MANADHAR et al.,, 2013). Bhatia et al.. estudaram 1272 pacientes e, diante de
semelhantes discordancias clinico-patologicas, relataram a impressdao de que a linha de
demarcacdo entre as formas TT e DT no exame anatomopatoldgico é incerta e que 0s critérios
atuais de diferenciacéo néo lhes parecem adequados (BHATIA et al., 1993).

Um grupo de pacientes clinicamente classificados como da forma DT apresentou exame
anatomopatologico de forma IND ou com achados inespecificos. Dos seis casos em que esta
discordancia aconteceu, em quatro 0s pacientes apresentavam multiplas maéculas
hipocrémicas, demonstrando que, nem sempre, a classificacdo anatomopatologica de Ridley e
Jopling deve suplantar a classificacdo clinica. Tais pacientes ndo devem ser considerados
como de forma IND. Este grupo especial de pacientes “DT-maculares” ja foi relatado por
outros autores e, em muitos casos, a biopsia de nervo periférico é condizente com a forma
clinica, a despeito da inespecificidade da bidpsia de pele (KAUR et al., 1993). De encontro
com estes resultados estdo os resultados de Srinivasan et al., que estudaram a concordancia
entre os laudos anatomopatoldgicos de bidpsias retiradas de bordas opostas de uma mesma
lesdo em 42 pacientes com diferentes formas clinicas de hanseniase. Em apenas cinco casos
os laudos foram discordantes, sendo um deles da forma IND e o outro da forma DT (CREE et
al., 1988).

E interessante ressaltar a auséncia da forma DD dentre os 49 pacientes incluidos no estudo
comparativo entre as diferentes formas de classificacdo de hanseniase. Nenhum dos trés
pacientes clinicamente classificados como tal foi confirmado a biopsia. Trata-se de uma forma
incomum, mas é interessante notar sua auséncia nos laudos anatomopatologicos em trabalho
envolvendo 303 pacientes multibacilares da coorte INFIR (LOCKWOOD et al., 2012). Em
outro trabalho, em que trés dermatopatologistas examinaram 100 bidpsias no Malawi, a forma
DD constou nos laudos de um unico dermatopatologista, apenas na primeira rodada de
interpretacdo. O mesmo n&o identificou a forma DD novamente na segunda rodada de
interpretacdo (FINE et al., 1993). Pelos critérios da chave de classificacdo de Ridley e Jopling
a diferenca entre a classificagdo DT e a DD reside, fundamentalmente, na estimativa subjetiva
do nimero de linfocitos que permeia o infiltrado inflamatdrio epitelioide. Na forma DT ha um
infiltrado linfocitico “moderado”, enquanto na DD este ¢ “escasso”. E possivel que a raridade

da forma DD nos laudos anatomopatoldgicos decorra dessa questao pratica.
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6.2. QUANTIFICACAO DE CELULAS MARCADAS PARA CD3, CD4, CD8

Apesar de ndo ter havido diferenca significativa entre as médias de porcentagem de células
marcadas para CD3 entre 0s grupos, pode-se perceber uma tendéncia de aumento das médias
em direcdo ao polo TT. De fato, é esperado que nas formas DT e TT a participacdo dos
linfocitos na composicdo do infiltrado inflamatdrio seja maior que nas demais formas
(RIDLEY, 1974).

A classificacdo histopatoldgica de Ridley e Jopling diferencia as formas DV e VV,
principalmente, pela quantidade de linfocitos que compde cada uma delas. Se a quantidade de
linfécitos € numerosa, a classificacdo é DV. Se a quantidade de linfocitos € moderada, a
classificacdo é VV (RIDLEY, 1974). Este critério parece ser mais facil de se escrever do que
de se empregar. Ndo € simples diferenciar uma bidpsia com linfocitos numerosos de outra
com linfécitos moderados. E possivel que esta dificuldade seja a explicagio para o fato de, na
amostra analisada, a quantificacdo de células CD3" ter sido semelhante para as formas DV e
VV.

De forma condizente com os resultados de outros autores, a porcentagem media de células
marcadas para CD4 foi maior no grupo DT/TT que no grupo VV/DV (NARAYANAN et al.,
1986; DEWEESE et al., 1987; MODLIN et al., 1988). Todavia, com a separacdo destas
formas polares, ndo houve diferenca entre os grupos VV e DV. Pelos mesmos motivos ja
expostos, para a marcacdo para CD3, esperava-se que a quantificacdo de células CD4" fosse
menor na forma VV que na forma DV. Caso os pacientes de forma VV estivessem em surto
reacional tipo eritema nodoso, poderia haver aumento da contagem de células CD4", mas este
ndo foi o caso (REA et al., 1983).

E sabido que a marcacdo para CD4 ndo ¢ especifica para linfocitos. Ha células da linhagem
mononuclear fagocitica que expressam o CD4 (SATO et al., 2000; ESASHI et al., 2004;
BABA et al., 2006). Sendo assim, poderia ser aventada a hipdtese de ter havido marcacgdo de
macrofagos ou células dendriticas nas biopsias das lesdes de forma VV, superestimando a
contagem de células CD4*. Estima-se, entretanto, que a populacdo de macrdéfagos que
expressam CD4 seja pequena e especifica de algumas condigdes inflamatdrias. Da mesma
forma, acredita-se que a populacdo de células dendriticas nas lesdes de hanseniase seja

pequena. Sieling et al. mostraram que as células dendriticas correspondem a cerca de 1,5%
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das células do infiltrado inflamatério das lesdes de forma TT e sdo ainda mais raras nas lesdes
da forma VV (SIELING et al., 1999).

Em consonancia com os resultados de outros autores as células CD8" predominaram nas
lesbes das formas DV e VV. A forma TT foi aquela em que as menores contagens de células
CD8" foram encontradas. A relagdo CD4/CD8 foi uma varidvel ainda mais explicativa que as
médias de marcacdo para CD4 e CD8 isoladamente. Os valores encontrados para as formas
VV (0,5), DV (0,5), DT (1,1) e TT (1,7) estdo de acordo com os trabalhos de outros autores
(REA et al., 1983; NARAYANAN et al., 1986; MODLIN et al., 1988; IYER et al., 2007).

6.3. QUANTIFICACAO DE CELULAS MARCADAS PARA CD62L

O CD62L é um receptor de adesdo endotelial tipo homing, também denominado L-selectina.
Né&o foram encontrados estudos prévios sobre a marcacao para CD62L em lesGes de pele de
pacientes com hanseniase. Entretanto, os estudos feitos fora do contexto da doenca indicam
gue a marcacdo positiva para CD62L ocorre em mondcitos do subtipo classico (YANG et al.,
2014), linfocitos T de memoria com fendtipo Th2 (KANEGANE et al., 1996) e linfocitos T
naive (MATSUZAKI et al., 2005).

O CD62L é um marcador tanto para mondcitos como para linfocitos. Sieling et al.
demonstraram que a razdo LT de memoria/LT naive é de 14:1 nas leses de forma TT e de
1:1 nas lesbes de forma VV (SIELING e MODLIN, 1992). Todavia, os pesquisadores ndo
pormenorizaram as subpopulacdes de LT de memoria existentes: LT efetores (Thl) x LT de
vigilancia ou recirculacdo (Th2) (HENGEL et al., 2003).

No presente trabalho, entretanto, os linfocitos CD62L* foram raros, de um modo geral, nas
lesGes de pele de todas as formas de hanseniase e ndo explicam a maior positividade imuno-
histoquimica para CD62L nas lesbes de forma VV e DV. Na verdade, tanto nas formas
VV/DV quanto nas formas DT/TT, a maioria dos macrofagos apresentou marcagéo positiva
para CD62L. A semelhanca da marcacio para CD68, a maior porcentagem de células CD62L"
nas lesdes do polo Th2 pode ser explicada pela menor diluicdo exercida pelos linfocitos sobre
a contagem total de células no infiltrado inflamatério destas lesdes, em contraste com as
lesbGes das formas TT e DT, que, ricas em linfdcitos, tem relativizada a positividade expressa

por seus macrofagos classicamente ativados.
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6.4. QUANTIFICACAO DE CELULAS MARCADAS PARA CD68, CD14, CD16

A marcacgdo para CD68 foi mais exuberante nas lesdes da forma VV que nas demais lesdes.
Esta é considerada uma marcacdo genérica para macrofagos, incapaz de diferencid-los no
espectro M1-M2 (BARROS et al., 2013). Uma possivel explicacdo para a maior porcentagem
média de células CD68" na forma VV seria o fato de o infiltrado das lesdes da forma V'V ser
composto quase que exclusivamente por macréfagos. Por outro lado, nas lesdes das demais
formas, inclusive a forma DV, a quantidade de linfocitos é maior, diminuindo a porcentagem
representada por macrofagos no total do infiltrado inflamatdrio. Esta impressdo é
compartilhada por outros pesquisadores (SUNDERKOTTER et al., 2004).

Poucos autores estudaram a marcacdo para CD68 em lesdes de hanseniase. De um modo
geral, foi demonstrado que a maioria das células das lesdes de forma VV sdo CD68". Alguns
autores perfizeram uma contagem absoluta de células CD68" em um ndmero limitado de
campos microscépicos (QUARESMA et al., 2010; DA COSTA et al., 2013; BOBOSHA et
al., 2014), enquanto outros estimaram a porcentagem de células marcadas por método semi-
quantitativo (LOCKWOOD et al., 2011). Bobosha et al. encontraram mais células CD68" nas
lesGes da forma V'V que nas lesdes das formas DT/TT (BOBOSHA et al., 2014). Lockwood et
al. ndo detectaram diferenca nas médias de porcentagem de células CD68* de pacientes com
as formas VV, DV e DT. Estes autores ndo incluiram a forma TT em sua amostra
(LOCKWOOD et al., 2011).

A semelhanca do que ocorreu com a marcacdo para CD68, a porcentagem média de células
marcadas para CD14 foi maior na forma VV do que nas demais formas. E provavel que este
achado seja devido a predominancia numérica dos macrdéfagos sobre os linfocitos nas lesGes

de forma V'V, visto que o CD14 é marcador generico de macrofagos e mondcitos.

A diminuicdo da expressdo de CD14, esperada para macrofagos alternativamente ativados ou
de reparo tecidual (MOSSER, 2003) ou para mondcitos ndo classicos (“de patrulhamento”)
(YANG et al., 2014), ndo pode ser evidenciada nas formas DV ou forma VV. Nestas formas,
h& predominéncia da resposta imunoldgica tipo Th2, situagdo na qual € esperado que a
secrecdo de IL-4 e IL-13 induza a diferenciacdo de macrdéfagos de reparo tecidual. Estes

macrofagos sdo associados a sintese de matriz extracelular e angiogénese, fendmenos
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biologicos exacerbados na forma VV (MAGALHAES et al., 2008). Além disso, sua atividade
microbicida é baixa, 0 que guarda relagdo com a elevada carga parasitaria das lesGes de forma
VV. No presente trabalho, a quantificacdo de células CD14" ndo permitiu identificar uma
variacdo numeérica desta subpopulacdo de macrofagos nas lesbes cutaneas de pacientes com as

diferentes formas de hanseniase.

A quantidade de células positivas para CD16 foi maior que a quantidade de células positivas
para CD14 em todas as formas de hanseniase. Este aumento poderia refletir apenas diferencas
técnicas relacionadas a sensibilidade dos anticorpos utilizados. Todavia, para a forma DV,
especialmente, a quantificacdo de células CD16" apresentou um aumento de 140% vezes em
relacdo a quantificacdo de células CD14". E possivel que a marcagio para CD16 esteja, neste
caso, apontando diferencas entre subpopulacdes de macrofagos. A expressdo de CD16 é
maior em mondcitos dos subgrupos intermediario (“pro-inflamatdrio”) e ndo-classico (“de
patrulhamento”), que tém menor atividade microbicida que os monocitos do subgrupo
classico (CD16Y). E possivel que uma populacdo mais numerosa de macrofagos CD16"
presentes nas lesbes da forma DV (e, por associacdo, também da forma VV) derivem de
mondcitos CD16" e tenham um comportamento bioldgico mais semelhante aquele esperado
para os macrofagos alternativamente ativados (“de reparo tecidual”) ou regulatorios (“tipo
2”). De fato, a presenga de uma resposta imunoldgica do tipo Th2, especialmente a presenca
de IL-10 e de imunocomplexos, esta associada a diferenciacdo destes dois Ultimos tipos de
macrofagos, de menor atividade microbicida e mais condizentes com as elevadas cargas
parasitarias das formas DV e VV (MOSSER e EDWARDS, 2008).

6.5. QUANTIFICACAO DA MARCACAO PARA CD163, L1, FERRO

A quantidade de células marcadas para CD163 foi maior nas lesGes de forma VV e DV,
sobretudo nas primeiras, em consonancia com os achados de Moura et al., que estudaram a
marcagdo em seis casos de forma DT e seis casos de forma VV (MOURA et al., 2012), bem
como os resultados de Bobosha et al., que estudaram a marcacéo para CD163 em dez casos de
forma VV e quatro de forma DT. Os macrofagos de reparo tecidual (ou alternativamente
ativados) expressam mais CD163 que os macrdfagos classicamente ativados e este antigeno €
considerado um de seus marcadores de superficie (MOSSER, 2003). A maior média de
marcacdo celular para CD163 nos casos de forma VV e DV vai de encontro & predominéncia

da resposta imunologica tipo Th2 destes casos, com aumento da secre¢do de IL-4 e IL-13 e
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possivel estimulo a diferenciacdo de macrofagos de reparo tecidual (MOSSER e EDWARDS,
2008). Este subtipo de macrofago é associado a sintese de matriz extracelular e angiogénese,
exacerbada nas lesdes da forma VV (MAGALHAES et al., 2008), e baixa atividade

microbicida, o que guarda relacdo com o elevado indice baciloscépico dessas lesoes.

Ainda ndo foi estabelecida uma defini¢cdo consensual de marcadores especificos para cada
uma das populacdes de macréfagos envolvida nas diferentes doencas e ndo se pode afirmar,
apenas com base na marcacgdo para CD163, que os macréfagos predominantes nas lesdes de
forma VV e DV sejam do fenétipo de reparo tecidual (alternativamente ativados). A menor
atividade microbicida, inerente aos macrofagos das lesGes de forma VV e DV também é
observada em macrofagos regulatérios (ANDERSON e MOSSER, 2002). Ambos,
macrofagos regulatérios e macréfagos de reparo tecidual, estdo associados a maior
suscetibilidade a patogenos intracelulares (HARRIS et al., 2007; MULLER et al., 2007;
MOSSER e EDWARDS, 2008). Com base na revisdo da literatura realizada, € plausivel que
as formas DV e VV, representativas de uma resposta imunologica do tipo Th2, marcada pela
secrecdo de IL-10 e pela formacdo de imunocomplexos, também estejam associadas a

diferenciacéo dos macrofagos de fenotipo regulatério.

Sem se comprometer com a eminente necessidade de se criar uma defini¢cdo consensual dos
marcadores especificos para as subpopulacfes de macrofagos envolvidas nas diferentes
doencas, alguns autores optam por, simplesmente, denomina-los macréfagos tipo 2 (M2).
Recentemente, Bobosha et al. consideraram que os macréfagos CD163" sdo macréfagos M2 e
relacionaram seu encontro em lesdes da forma VV com a presenc¢a de uma quantidade maior
de linfocitos Tregs nestas lesbes (BOBOSHA et al., 2014). Os macréfagos M2 tem a
capacidade de induzir a diferencia¢do de Tregs “in vitro” (SAVAGE et al., 2008), bem como a
IL-10, secretada por Tregs, tem papel importante na inducgdo de diferenciacdo de macré6fagos
M2 na hanseniase, com forte atividade fagocitica, porém baixo poder microbicida
(MONTOYA et al., 2009).

Barros et al., que ndo incluiram material proveniente de pacientes com hanseniase em sua
amostra, alertaram para o fato de a marcacdo para CD163, isoladamente, ndo indicar
adequadamente os macréfagos M2. Os pesquisadores correlacionaram a expressdo de CD163
com a de fatores de transcricdo associados a diferenciacdo de macréfagos M1 (STATL —

associado a transcricdo de interferon) e M2 (CMAF — associado a transcricdo de IL-10) em
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bidpsias de doencas com perfil inflamatério Thl (mononucleose e doenga de Crohn) e de
perfil Th2 (oxiuriase, pélipos nasais alérgicos, tecidos em cicatrizacdo e granulomas de corpo
estranho). Demonstraram que, em todos os casos, havia mais macr6fagos CD163" do que
CD68". Todavia, nas doencas com perfil Thl os macréfagos CD163* co-expressavam
STAT1, enquanto nas doengas de perfil Th2 os macr6fagos CD163" co-expressavam CMAF,

representando duas populagdes distintas em suas fun¢des (BARROS et al., 2013).

Contrariando estes achados, nesta amostra, a porcentagem média de células CD68" foi maior
que a de células CD163" em todas as formas de hanseniase. Além disso, o balango entre
células CD68* e CD163" nas formas TT e DT mostrou nitida tendéncia a predominancia das
primeiras. Nas formas DV e VV, este balanco foi mais equilibrado, evidenciando uma
contribuicdo maior dos macréfagos CD163* na composicdo do infiltrado inflamatério do polo
Th2 da doenca. Barros et al. ndo incluiram em seu trabalho lesGes de pele de pacientes com
hanseniase e amostraram as doencas selecionadas, sobretudo, com fragmentos de tecido

mucoso, 0 que poderia explicar esta discordancia.

De qualquer maneira, a marcacdo para CD163 parece traduzir melhor a variagdo fenotipica
dos macréfagos envolvidos com o processo inflamatdrio das diferentes formas de hanseniase
do que as marcagdes para CD14, CD16, L1 e ferro. Neste sentido, € muito importante
ressaltar o gradiente de marcacdo de células CD163*, nos granulomas das formas TT e DT,
que foi descrito, pela primeira vez, neste trabalho. Este gradiente de distribuicdo das células
mostra uma clara compartimentalizacdo dos macréfagos dentro dos granulomas, semelhante
ao consagrado gradiente observado na imunofenotipagem de linfocitos, em que as células
CD4* ficam dispostas no centro dos granulomas e as células CD8" concentradas na periferia
dos mesmos (MODLIN et al., 1982).

A maior deposicdo de ferro nas lesdes de forma VV acompanhou a maior expressao de
CD163 pelos macréfagos dessas lesbes, achado ja relatado por outros pesquisadores
(MOURA et al., 2012). Todavia, porcentagem de area marcada para ferro nas lesdes das
diferentes formas de hanseniase foi pequena e ndo traduziu tdo bem as variagdes do infiltrado

inflamatdrio das lesbes ao longo do espectro da doenga como o fez a marcacao para CD163.

N&o foi possivel discernir a presenca de depositos de ferro extracelulares nas lesdes de forma

VV. Gaetano et al. afirmaram que o macréfago M2 apresenta altos niveis de CD163, baixos
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niveis de ferritina e altos niveis de ferroportina, que lhe proveem, respetivamente, alta
capacidade de absorcdo de ferro, baixa capacidade de armazenamento e alta capacidade de
secrecdo de ferro para os tecidos em regeneracdo (GAETANO et al., 2010). Neste sentido, 0s
macréfagos CD163" das lesbes de forma VV se comportariam menos como macréfagos de
reparo tecidual que como macrofagos de fendtipo regulatério. Estes macrofagos ndo parecem
liberar ferro para o tecido ao seu redor, mas, ao contrario, parecem reté-lo. Para Moura et al.,
esta seria uma alteracdo induzida pelo M.leprae, de forma a garantir-lhe o aporte do ferro
necessario (MOURA et al., 2012). Além disso, como demonstraram Weiss et al., a inducdo da
retencdo de ferro intracelular pode resultar em significativa reducgéo da atividade da INOS e
do poder microbicida do macr6fago (WEISS et al., 1994).

A marcacdo para L1 mostrou tendéncia de aumento em direcdo as formas de hanseniase do
polo de perfil inflamatério Th2, em concordancia com os achados de outros autores, que
associaram aos macrofagos L1* menor atividade microbicida e maiores cargas parasitarias na
infeccdo por L.major (STEINBRINK et al., 2000) e M.leprae (SUNDERKOTTER et al.,
2004). Entretanto, a porcentagem média de células marcadas para L1 foi significativamente
menor que porcentagem média de células marcadas para CD163 e o padrdo de marcacao para
L1 ndo permitiu diferenciar subpopulacdes de macr6fagos componentes dos granulomas de
celulas epitelioides, como foi possivel demonstrar por meio do padrdo de marcacdo para
CD163.

A porcentagem de células L1* foi de 4,1% nas lesdes da forma TT e de 12,1% nas da forma
VV. Sunderkdtter et al. obtiveram porcentagem média de marcacgdo superior a esta (4,0% para
a forma TT e 40% para a VV). Além disso, os pesquisadores relataram uma porcentagem de
células L1* significativamente maior nas lesdes de forma DT que nas lesdes de forma TT,
ressaltando que esta marcacdo imuno-histoquimica facilitaria a diferenciacdo histopatoldgica
entre estas duas formas do espectro, o que nao foi corroborado pelos resultados deste trabalho.
Sunderkotter et al. utilizaram anticorpos especificos para as fragbes MRP-8 e MRP-9 da
proteina L1 e ndo observaram diferencas entre os resultados dos dois clones. Estes anticorpos
foram produzidos para aquela pesquisa e é possivel que apresentem um comportamento

diferente do clone comercial utilizado neste trabalho, especifico para a fragdo MRP-9 da L1.

6.6. AMARCACAO CD163, L1, FERRO EM ALGUNS CASOS DISCORDANTES
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Nos casos analisados em que houve discordancia clinico-patolégica na classificacdo de Ridley
e Jopling, a coloragdo imuno-histoquimica ndo acrescentou informagdes novas a impressao
inicial, tida ao exame anatomopatolégico com as coloracdes pelos métodos HE e Wade.
Sunderkdtter et al. relataram que a marcacdo de células L1* acrescentaria ao exame
anatomopatoldgico, no sentido de diferenciar casos de forma DT de casos de forma TT. Os
resultados do presente trabalho ndo corroboram esta impressao, uma vez que a quantidade de
células marcadas para L1 foi pequena em todas as formas de hanseniase. Do mesmo modo,
exceto pela forma VV, a marcacdo para CD163 e a marcagdo para ferro ndo diferiram em
intensidade suficiente para permitir a diferenciacdo das formas de hanseniase ao longo do

espectro.

A marcacdo para CD163 nos granulomas das lesdes de forma TT parece manter um gradiente
centro-periferia mais bem definido que os granulomas da forma DT. Essa impressao, todavia,
ndo parece acrescentar objetividade aos critérios de classificacdo histopatoldgicos de Ridley e
Jopling. Mais importante, a porcentagem média de marcacdo de células CD163* foi

semelhante nas formas DT e TT.

6.7. AIMUNOFENOTIPAGEM DA FORMA INDETERMINADA

Apesar de, desde a década de 1980, os trabalhos terem focado a imunofenotipagem de
linfocitos em lesdes de pele de hanseniase, quase nenhuma atencéo foi dada a forma IND. De
certa forma, o objetivo dos pesquisadores era compreender o paradigma Th1xTh2 e, neste
sentido, a imunofenotipagem do infiltrado inflamatério das lesbes de forma IND ndo
contribuiria. Nesta amostra, as lesdes de forma IND apresentaram predominio de células
CD8* frente as células CD4* (78,2% x 55,6%), ou seja, um comportamento mais semelhante
ao das formas DV e VV. Mais que isso, a forma IND apresentou uma relacdo CD4/CD8 mais
semelhante a reportada para a forma VV (MODLIN et al., 1988).

Por outro lado, poucas células CD62L" foram vistas no infiltrado inflamatério das lesGes de
forma IND. Isto parece indicar que ha uma predominancia de células T CD4" de memdria
com fendtipo efetor (Th1) sobre células T CD4" de memdria com fenétipo de vigilancia ou
recirculagdo (Th2) ou células T CD4" naive. Aparentemente, este resultado guarda relacéo

com o conceito atual de que a forma IND, considerada uma forma inicial da doenca, pode
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apresentar cura espontanea em boa parte dos pacientes (JOB et al., 1997; ARAUJO, 2003;
AGRAWAL et al., 2005; WALKER e LOCKWOOQD, 2007).

A predominancia numérica de linfécitos sobre macréfagos no infiltrado linfohistiocitario das
lesdes de forma IND é expressa pela baixa porcentagem de marcacdo de células CD68" e é
compativel com a escassa literatura (LOCKWOOD et al., 2011). A positividade para células
CD14" ou CD16", comparada a positividade para células CD68", foi muito menor nas les6es

de forma IND que nas outras formas.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos sobre a presenca de células CD163" e L1" nas
lesbes da forma IND. Houve positividade para estas células, porém tdo baixa quanto a
positividade da marcacdo para CD68. Todavia, vale ressaltar que dois dos casos de forma
IND tinham duas e trés lesdes, enquanto os demais cinco casos apresentavam apenas uma
lesdo cada. Nos casos com duas e trés lesbes foram marcadas para CD163 14,1% das células e
30% das celulas, respectivamente. Nos demais casos, com apenas uma lesao, foram marcadas
para CD163 entre 2,9% e 8,3% das células do infiltrado. Apesar do nimero limitado de casos,
aparentemente, o nimero de células CD163" parece aumentar a medida que aumenta o
nimero de lesdes de pele da forma IND. E possivel que o aumento do nimero de células
CD163" esteja associado a disseminacao da doenga a partir da forma IND.

6.8. AIMUNOFENOTIPAGEM DO GRUPO DT-MACULAR

Os pacientes que se apresentam com mdltiplas lesGes hipopigmentadas, cujas bidpsias
mostram caracteristicas de forma IND, e ndo o granuloma tipico da forma DT, sdo, mesmo

assim, classificados com forma DT.

A imunofenotipagem de macrdfagos evidencia diferengas entre o infiltrado das lesdes deste
grupo DT-macular e das lesbes de forma IND. Suas lesdes expressam mais células CD68™ e
CD14*, aos moldes do que ocorre na forma DT, e isso pode sugerir uma maior importancia de

macrofagos classicamente ativados nestas lesdes.

Por outro lado, as lesdes do grupo DT-macular expressam relacdo CD4/CD8 e marcagao para
CD16 mais condizentes com as lesdes da forma IND. Com as marcagOes realizadas nesta

amostra, ndo é possivel afirmar se os linfocitos CD8" desses dois grupos sdo citotoxicos ou
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supressores. Nas lesdes das formas DT/TT, a maioria dos LT CD8" séo citotéxicos, enquanto
nas lesbes das formas DV/VV a maioria dos LT CD8" sdo supressores (MODLIN et al.,
1988). Classificar adequadamente os pacientes do grupo DT-macular tem importantes
implicacdes sobre o progndstico dos pacientes, como a chance de recidiva da doenca apds o
tratamento ou a chance de surtos reacionais. Neste sentido, vale ressaltar que a marcagéo para

CD163 e L1 ndo diferencia as lesdes do grupo DT macular das lesdes de forma IND ou DT.
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7. CONCLUSOES

7.1. SOBRE A COMPARACAO ENTRE AS DIFERENTES CLASSIFICACOES

A classificacdo operacional da OMS, quando comparada a classificacdo utilizada no servico
de referéncia, que leva em conta a classificacdo de Ridley e Jopling, além de considerar
multibacilares os pacientes com baciloscopia dérmica positiva, superestimou o nimero de

pacientes multibacilares e resultou em um numero expressivo de “falsos-paucibacilares”.

A classificacdo conforme o nimero de segmentos corporais afetados, que classifica como
multibacilar o paciente com trés ou mais segmentos corporais afetados, apresentou melhor
concordéancia com a classificacdo utilizada no servico de referéncia do que a classificagéo
operacional da OMS.

7.2. SOBRE A CONCORDANCIA ENTRE OS COMPONENTES CLINICO E
ANATOMOPATOLOGICO DA CLASSIFICACAO DE RIDLEY E JOPLING

A concordancia plena entre os componentes clinico e anatomopatologico da classificacdo de

Ridley e Jopling foi apenas moderada:

1- H& importante discordancia entre os diagndsticos das formas TT e DT e a linha que divide

estas formas ao exame anatomopatoldgico parece incerta.

2- Os pacientes com lesdes maculares mdaltiplas devem ser classificados conforme a
impressdo clinica, pois seu exame anatomopatoldgico ndo traduz a exuberéncia de sua

manifestacao clinica.

3- Os critérios histopatologicos definidores da classificacdo dimorfa-dimorfa na chave de
classificacdo anatomopatologica de Ridley parecem insuficientes para o diagndstico dessa
forma, pois, da maneira como séo interpretados atualmente, tendem a induzir a classificagéo

para as formas dimorfa-tuberculoide ou dimorfa-virchowiana.
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4- Os critérios histopatoldgicos da chave de classificacdo de Ridley sdo vagos ao diferenciar
as formas virchowiana e dimorfa-virchowiana com base na caracterizagdo de um infiltrado

com uma quantidade “numerosa” ou “moderada” de linfocitos.

7.3. SOBRE A IMUNOFENOTIPAGEM DE LINFOCITOS

Na imunofenotipagem de linfocitos, a relacdo CD4*/CD8* foi mais condizente com o classico

paradigma Th1xTh2 que cada uma das marcacgdes isoladamente.

7.4. SOBRE A IMUNOFENOTIPAGEM DE MACROFAGOS

Os macrofagos CD62L* compuseram a maioria dos macrofagos das lesdes de pele de
hanseniase dos pacientes deste trabalho, independente da forma da doenga. A marcagéo para
CD62L ndo diferenciou subpopulagdes de macrofagos.

As lesdes de pele dos pacientes do grupo DT-macular apresentaram maior marcagdo para
CD68 e CD14 que as lesbes de pele de pacientes com a forma indeterminada. Todavia, as
marcagdes para CD14 e CD16, especialmente a primeira, ndo apresentaram variacdo
condizente com o classico paradigma Th1xTh2 das lesdes de pele das diferentes formas de
hanseniase e ndo diferenciaram adequadamente subpopulagdes de macréfagos no infiltrado

inflamatoério destas lesoes.

A marcacdo para CD163 representou melhor a variagdo fenotipica dos macréfagos envolvidos
com o processo inflamatoério das diferentes formas de hanseniase do que as marcagdes para
CD14, CD16, L1 e ferro.

A porcentagem média de células CD163", nas lesdes de forma indeterminada, aumentou a

medida que aumentou o nimero de lesdes de pele destes pacientes.

Apesar disso, a marcacdo de células CD163" ndo apresenta uma variacdo pormenorizada o
suficiente para permitir a diferenciacdo das formas de hanseniase ao longo do espectro. Nos
granulomas epitelioides, a marcacgao para CD163 apresenta uma distribui¢do centro-periferia
bem definida, mas a observagdo desse critério ndo acrescentou objetividade aos critérios de

classificacdo histopatoldgica de Ridley e Jopling.
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Abstract
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Methodology/Principsl Frdings: This work simed to study the conmlstion betwesn the degres of themmal sensitivity
impainment measuned by 5T and the degres of denervation in leprosy skin besions, evaluated by immunohisnchemistry
antiPGP 95 and mophometry. Twenty-two patients wee inchided Thenre were Sgnificant differences in sdn thenmal
thres halds a lesions and contralateral skin foold, wam, cold induced painand hest inducsd Thee e an reduction
in the demity of intraspidenmal and subspidenmal fibes in lesons was 79.5% (S0 = 195) and S08% {50 = 24.9), mspeactively.
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s=msory test and especially those with nomspecific histopathological finds.
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L q'm.':c.'-' it an infeations disease affacting slan and penipheral
nerves [12.54] The neural impairment resuls in increassd
menrhidity and, somegmes, disabling permanent physcal defonmi-
tes. Prompt diagnosis during the incipient stiges & imponant o
avaid thess complicagons. The Warld Health Organization and
the Braziian Mty of Feahth goidelns propoz kpros
diagnisis hased on the detecton of shkin lesions with impained
smzation, thidensd peripheral nerves or a positive skin smear
[56,7].

In the initial phase, the presence of ypochnomic macale aorars
withoat neural thickening and with a negative dermal smear,
making the szt ted of 3 sspiciows kesion an impomant
criterion o estahlish the eardy diagnosis. The taoile sersitivine st
with SemmesWeinaein monofilaments & the most commen and
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applicahle tea amang the availahle ensmity ess for oogaten
sesing ).

In leproay bedioms, boss of taaile sersitivity i preceded by boss of
thermal semsitivity, since motle seremnaty, mediased by thick
myelinated Adva tvpe nerve fibers, can he preserved, sven i the
koss of thermal sergitiviny, mediated by dhin myelinated A-ddha
type fhers and dhin onmyelinated O npe fihers, has already
aocurred [9,10]. Thus, the assesment of themmnal sssiidne s of
fundamental impontance o esahiish an eardy diagnoss.

The nse of tea tohes with hot and cold water & hampered in
amhulatory practce since it & time omeuming and the swaer
temperatare comiral may he difib o sandardize [11]. The
quantitatwe semory st (8T peformed hy decmonic edquip
ment & oonsidered the gold sandard method o assess thenmal
senatviry [12,15,14,15,16], despite s Lange size, high onst and
nesd for an expeniencad profesional.
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Author Summary

Our study has addresed objectively the ransfacton of
cutansous thin nerve fibes density and its comslation with
quhlhﬁu thermal semmary test in leprmy patient.
Thermal sensitivity evahstion B crudal to the eardy
disgnosis of leprosy, since it & the first fype of cutaneous
sermitivity bastin the ksions. However, some patients am
unabie to perform fhenmal tests, e children and patents
with mgnifive impairment. The 1 study of
thete besions i ako fundsmentsl and it & the gold
standard methad to disgnose and dassify leprosy patients_
However, it may alo be umpecific, specaly in the
indeterminate foem of lepresy. Our findings show that
even in ksions with sight thermal semsifvity impainment,

there i a intense dene v aton,
hnwmw:.mw mumm#ﬁwﬂ

pawve the way to future studies foosed on the
of the cutanecus thin nerve fibers demity

quantificaion in beprosy suspeded besions

Morphological smdy of slin biopsy is an alemative 0 assess
thin nerve fihers stncmre and demsities redated 1o dhe thenmal
sty fancgan [17]. The proten gene produoct (PGP A5 sa
nearonal panavona marler sidely wed for imraspidermal and
dermnal nerve endings anabyss and  quantfication. Cuorrent
gadelines recommend don hopsy rathe than penpheal nerve
hiapey in the disgmesis of thin fher newropathies [18] since dhe
methads 1o evaloate peripheral nerve conduction, which assess
thick nerve fibers, may fail o detea nerve impainment [19].

In leprosy patients a fee morphological stodie dhoseed a
dercrease of thin comnenis nese fibers demsity asndaed o the
warsening of heat and cold deection thresholds. Hosever, such
stdies have meed nonesysematc semi-quantitive method o
evalmre the nerve demsity and the thermal thresholds, and did noe
exdude weated patients [20,21,22,25 24].

Methods

Objectives

This work aimed tostudy the comelation hetwesen the degres of
themmeal sen it dn impaimment, measared by QST, and dhe degres
of denervation in keprosy slin kedons, salosed by mmonoh -
wochemigry amti-PGF 95 and maonph ometry.

Leprosy diagnosis

Aconrding tothe Brazifian guidelines (27, wrigen in the famm of
ordinances, a case of legrosy i defined if a patent fulfilkone of the
crienia: shan kesion with demreased sensitiity, positive shon smear
or enlarged peripher al nerve. Although e diagnosis can be hased
on only one of thes criteria, only pagens who had skin lesions
condd he incloded in oour work. Inoour reference center, at the
Eduarda de Menezes Hespital ofthe Minas Gerais Stae Fospind
Foumdation, the metile sesithity test of sospcions lesiom is
periommed with dry comon wool and, for ressarch pamposes,
menafilaments. The themal sensitivity test & perfrmed with hot
and oold water mhes and, for research porposes, sssory thenmo-
analyzer. The histamine tes & perionmed in spicons lesions that
showed no significant sensinity impaimment. Skin smears anre
rontinely performed on all sepected or comfirned cases. The
pathalogical saminaton of the kedom & romindy perfonmed for
diagmestic imestigation in aspeded cass and ressanch pomposs
in previcudy confinmed casess. Clinkcal examination of peipheral
nerves i done rominedy in sogpented and com finmed cases
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Participants
Lepras patent with at bast one slon bsdon with @ minimaom
diameter of thres -:munﬂm o affer an adequate dodong area
for the th 1 lasny were induded o they had heen in
treamnent for macimam of 50 days Pafierts were enchuded if
lesions were kocated in hody regions impaired by leprosy
peripheral neoropathy, dindcally saloaed by peripheral nerves
palpation, wotle sensitvity st of the palms and soles, svaluaion
of muscalar trophy and palms and soles hwdragon. We abao
exchuded patens with other dissases kmown o cause peripheral
negrapathy, soch as aleoholim, dishetss, HIV infeaion, thyr-
aiopathy, metaholic deturhances or sysemic vascolites a5 well as
patens  with limieed oognitiee  ahifity, umable ©  respond
adequately 10 Q8T, or whise sars flom previes  hiogpsies
compramised the shin ares 1o he smdied

Description of procedurss or investigations undertaken

Tactile vt and thermm] qeantitative sensory st The
tactle endhiy of the ksions was asessed by Semmes-Weinsisn
maonoflament, 2 24 of nylon rods, with gradually thideer gauges,
that pressed on the skin, exen different pressares. The foree
exeried by the monoflimen: grem =005 & ble=02 g
hilar =20 g; dark red =40 & orange= 100 g

The Q8T was peformed in 2 quist smirommem wing the

15 v Analyzer TRAI (Medor, Ramad Yishad, Tsrael)
programimed with 2 370 hasml emperature simulanr, a lnear
warniagan of 170 per second, 2 masimam temperamne of 5070 for
heat and 0°0 for anld, @ retum to hasdine a1 0870 per sacond, @
programmed intergimdbos merval of foor o 6§ seonds and a
thermal stmulsor are of 30x50 cm®,

Lesions sere tested immediatdy after conmalateral slin for each
of the four thressholds desermined. The cold (OFT) and swamm
WFPT) percepton threshold were detesmined by the method of
levels. Then, the anld-induced (CFFT) and heas-induced (HFPT)
pain percepiion thresholds were detemined by the method of
Limis.

An aumomatic afey restiction of the agupment Emied the
temperam e variatan i which patens were expessd o the rangs
of ("G o 50°C When dhe patent did not percssve ondd 21 0°0 ar
heat at S0°C, thess harderdine values were recarded, allvwing for
statitical analysi

Shinbiopsy. The comparative thin nerve fihers densing inthe
correponding conralaeral free of lesions shon was emential 10
sty the fihers dersity in keprosy kesions. The lesions denerwation
was cabmlaed in relation 1o the oomiralaeral sidn i nmervation
Afer desermining the thermal dirsholds of the affeaed and
contral geral skin, all patens und srwent hiopay of the two sites by
means of a fvesmillimeter dizmeter punch

Procissing of slin Fragmenta  The samples were fined in
10% frmalin soboton, paraffindlocied and 10pm thick sqoen-
tial sectomn wene obiained Afier -ehpamﬁ:nad and rehydrased the
sections staimed with hemasnodin and ecsin (HE) and WADE
were dassifiad acoording o Ridley and Jopling leprosy dassifica-
tiom [25] For immamohisiochemical procedures endogenoms
peromidase activity and nongpeatic hinding wer e hlockesd, folloswsd
hy mcuhation in goat seum dloted at 120 m 001 M PES with
0.2% seum alhamin and 0.001% Tritom X Affer hlocking, the
sections were incohated oswemight with angPGP 95 rabhba
polvelonal angihodies (Lkrackne Lid, England) ata concentration
of 1400 in anthody dikting sbrion (Taka, TSA) in 2 moig
chamber at 401 The shides were washed in PES and seruentially
treated with predibmad otindated anti-rabhit and anti-mome
i mogg b Bin (Dako TS AE® B, T34 for 30 minuies and with
pre-dibued srepavidinperonidase mnjugae Mako TRARP K,
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Figure 1. Sensithd ty in beprosy besions. () Patens with presessed o just dig by impaired oo sencevity inthedr lesions ended o present a
lomger ewnlution time until diagnasis p =0759 Fnusal-Walls tee). (8) Disviution of wamm and (0 cold parception theeshald s in lesiors smeded
aorording 1o the resuls of e @aile sty st Thee was 2 tend towand s an 2sso dation betssm worsening WET () and OFT 8) and the

degrae of Qaile senctiiny oz
i 10137 Vool gt CO0TS75.9001

15A) for an additional 50 minuies meral. The reaction was
revealed in a soluton of diaminohenzsdine (DAE, Sigma, 1154
and 50 wvolomes hydrogen peroxide in PES. The sections
conmiersiined with Hams hematongdin sere covers ips-mommied
with Entelan (Merck, Germanmy].

Maorphometry. Two measmements were desmmined by
memphomety: (1) the cmmt of inraspidermal nere fibers per
millimeser of epidemis and (2) the ratio haween the anea of
subepidermal nerve fibers marked and the 1ol area of dhe

dermis examined. The images were ohtained osing an
l.'.llm'qmn E¥51 opocal microscope  (Ohmpas, Japan) and
caprared by the siden colar camera ool BNAP-Prohef (Media
Cyhemeics, 115A) coupled io a compuier wing the Tmage-FPro
Fapres 40 software (Media Cyhemetics, Thnied Stases). K350
program (Card Febs Mioo Imaging, Gemany] was osad for
analysis of the scammad images.

The imraspidermal nerve fhers were conmted by a foll scan of
ot sctorns of each dide mwing an olgemive magnification of $x.
We oomsadered anly fibers above the hasal cell layer 1o minimize
the ermonsn s counting of umeanied strooures. Panaoramic images
of each sice, obtained with a 4x objectve, were capiwed o
measnre the bength of dheepidermis. sing the K3 500 program, a
Iine was drawn o definease the fill exiemnm of the kower Emit of the
hasal byer prosviding dhe epidermis length amomatoally.

Tao coami the suhegidemal fhes sminad haosm by imamama-
higor hemismry, soreening of all papillary dermis in haoth semions of
the slides was performed using an objectswe magnification of 20x.
The marking of umwanied grooures soch as cmaneous annesss
and inflammatnry infilirate presenied the suimated oounting of
merve fihers in deeper regions of the papillary and retioolar dermis
in besions, lmiting the nerve filbers quantficaton o a depdh Bmit
of 50 pm from the ewremity of the mest superficial dermal
papillas, hoth in kedom and conralateral shin. Sa, in each image,
a hloeprint was designed 1o exclude the epidermis and the dermis
lorared desper than this houndary Bne. Through the image
analysi program, the area corresponding 1o the aroctores stained
in hrown and the towl d I area delineated in the hluegring
were auiomatically obiined in pm® for sach fidd scanned.

Ethics

The study was apgrovead by the Ressarch Frhics Commines of
the Faderal Unfversity of Minas Gerak and all pamicipants gave
thedr writen informed coment

Statistical methods

The Stataical Fackage for Social Sdences (SFSS) 150 (SPE8,
THA) was ued in the desoriptive analysis measores of central
tendency (mean and median), wriahifity (the gandard desiation
and eoefficien of variation) and pecentages

For comparative analyss hetween the paired groups “Jesom™
and “eonralater al AGn", nonparameic contnno s vanishles were
smcied with Wikcomon test, FroskalWalliz test and Speanman
correlation coefficient

Taking as reference the work of Cohen [26], the sample siee of
mweny o patents was & ficent o stady the comrelation aiming &
power of 08 and accapting as parametens a sign ficance of (L] and
an effect size of 05,
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Results

Between January and Deceamber 2008 twenty twn nesw bprosy
cases were induded in dhe smdy. Al patiems had bsions with
thermal hypossthesia and/or wetle defice At bkast 19 patens
showwed typical hisobogy of the disase. Thres patients had only
mild perineoral, perivascalar and periarmexal hmphoovtic nfil
trate These thres had Wpochromic macubs with indobitable
thermal and for wetle hypossthesia. All patients shosed imgrove:
ment of skin ksions after treamment i ritiat on

Bleven patent were men The mean age was 42 years (ranging
henwemn 10 and 75 years). Ten patiens (455 %) preened with six
ar more ksions and for (18.2%) had more than one dinkcally
impaired peripheral nerve. Aoccording 1o the WHO operational
classification ten patens (45 5%) were oomsidered multhacillary.
Under the Ridley-Jopling clhawilcaton foor pagens (18.2%]) were
considered 1o have the indeserminase o of lepresy, twn (9.1%)
had the tohecolosd form, five (22.7%) had the hondedine
touhercaboid form, nine ($0.9%) had e bordesdine bepromaioes
fomm and fwo (9.1%) had dhe kepromaine fom.

Tactle sersitiviny was preserved i dhe005 7 02 7207 40 g
and 100 g monoflament in 50%, 50%, 30%, 15% and 5% ofthe
lesions, reqpetivaly. The besions with pressrved or moaly
preseved wetille sersitivity ended o present 2 konger evolotion
time unitl diagnosis than kesions with 2 mare proncunced ks of
tactle sensiminy (Fig. 1A)L

QAT resvults were different in *ledom™ and “conmalaeral shin™
grongs for each of the thermal dhresholds evaluased CFT, WPT,
CPPT and HFFT (Tahle 1. We notced a trend towads an
association hetween worening WFT (Fig. 1 E) and CPFT (Fig. 10)
and the degres of metile sersitivine b

The ks of themmal sansitiry, ineqraead as the abeoboe and
the peremnige difference hetwesn ledons and conmalateral skin s
preseniied in Table | and & swatified acoording 1o the tactle
senatity of the ksions in Table 2.

The suhepidemal nerve fibers in conralateral hinpsies were
visnadized as thicker brown strocures with variable diametser and
dersity of swining. Thess filbers were linear or sometimes groupesd
im small dumps, placed paralld 1o die hasal lyer and sometimes
positionad 1o orom i oweds the sofwce (Figo 24) The
eomiral geral shin hingsies akun shosed nmaegidermal neve fibers
a5 dsomimiom lnear strocmress stained in brown, nesembling
“heads™ that vertcally crossed dhe hasal, spinous and gramolar
layers tosward the skin surface, then hent and comtima ed parallel 1o
the comenm stramm, iside of which they could svenmally be
seen (Fig. 20 and T Hosvever, not alll intraspidermal fihers were
visnalizad thraaghow their mtire course. Ofen, the fhers oroesed
the saction abfiquely and were anly sen in portions of i anorse.

Lesiom hiogeies showed 2 substantial decreass in subepidenmal
fihers (Fig. 2B, arrowheads) and imraepidemal fikers (Fig. 2E)

Evaluaton of inraspidermal and sohepidermal denersation
was perfmmed in sach patient by dewemmining the percentage
diffence hetween the valees oltaimed in dhe ksion and the
commralaeral skin The lsiors pressnted a mean rarefaction of
subepidenmal fihers of 795% 3D =196 cosfficiem of varia-
tion =0.24) and a mean redodion of imreepidermal fibers of
A08% ED =29 coeflident of varaton =0U50) compared 1o the
coniral aeral areas (Tahle 1)
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Good oorrdation was detecied benwesn the defict of imraepi-
dermal fihers and the deficit of suhepidermal fibers (Spearman
coeflident 060; p=0L00H). Howeer, the hivariate anabss
showwed lack of sndaical comdaion betwesn inraepidenmal or
suhepidermal fihers deficit and thermal thresholds deficir.

[
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DEousslon

The Miniary of Heabth of Brazi recommends the we of a thin
dry cotion swah o detert the motile sensitviny deficnt i beprosy
kesioms [27]. For dhe evaluation of profective sensaton in hands

n and feet, smme anthors comsider the inahility of percepion of the
3 ® 0.2 g [28] or 2.0 g [29] maonoflaments as the definigon of tactle
impaimment. However, there & aill no coreeres regarding the
threshold i be oomsidered when the monofilaments are ussd in
B the asseament of metle smsaton on sufpicion skin lesions for
& leprosy diagnestc porposes.

i CAE In our hands dhe diagnesis was properly perfmed bedire the
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patent was emmolled in the smdv. We teaed bsions with the
monadiliment (et in order do enable quntficaton of tactle
lesioms, since the test with cotion swahis only 2 qualitvevea. We
wanied @ comerthalance the quantiatwe rewl (or  semni
quantitat ] of monofllament 1o the quantiative resalts of thenmal
senathvity and quantficaton of morphological mnervation of the
shan. In fao, the nse of monofllaments has heen preously stodied
by o groapand compared o the quantiatee thenmal et for the
examinaton of sospecious kesions of Leprasy [30].

In 50% of our pagents, the kesions were smsigse 1o the 0L05 g
monadilarment and in 30% the wedle semithine deficit swas mild,
with preserved sensiivity o the 02 g monofflamen. The
diagmesis of bproy may be challenging when lesions do no
i present metile imgainment ar when only a sfight tactle poss-
thesia i demonaratsd.
iﬂﬂ That may splin the longer period of svolufion hefore
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diagnosis in patients presenting with nommal ar anly amall changes
in el semithiny. Choiside the refemral serdce, the evaloation of
suspeaad kdom seams w0 arangly dependent on terile tes that
| = late diagmosis may oconr if the Semmes-Weinstan est i normal or
slighdy mpaired.

The thermal sensitn defict in bprosy kesons B known to
precede the bes of metle senanay [28,51]. In oor hands, ol

Cordmistmeal s
Wan |0 dedation
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j kesions with a preserved tctille sensitivity o the 0L05 g ar 0.2 g
manofilaments showed impaired OPT and WPT. The moa
i . o sigmificant diference hetwesn lesions and oomralaseral shdn was in

the {OFT, with mean absolore difference of 9.2°0. Averagely, the
diffmence fwr the WPT sas 6070 The more significam
impaimment in CPT compared o0 WPT in kprosy kdom has
hemn demonarated by other smdies, suggesting a more inteme
imabvement of thin mefinaied npe Asdela fibers than thin
unmyelinased type O fibers in keprosy din kedom [30]

The quanafication of anwalaeral sbin miraepademal fThers
showed 2 mean of &7 fihers per millimeter of epidermis
canzdering all sites examined This valoe is amilar i the mean
of 5.5 found i a Brazilian stady fcwed on dhe sandardizagon of
imraspidermal fibers quandfication in dhe dimal leg of healihy
wolmueers [52]. Meverhhdes, intis kwer than theee foond by moa
other aathors. For irstance, the quantfication of inraepidenmal
fibers from the healihy distal leg showed means of 96/ mm [35],
165 mam [54], 1.1 Amame [35], 178 5mam [36], 15 85mam [37] and
52/ mn [58]. For dhe proximal region of the thigh, momnal means
of 21.1¢/mm [37], 20 5/mm [53] and 258 /mm [54] have hem
reponied. Ta date, we do not have nowladge of repons an the
standardization of inraepidermal fiher dersity in ather regiom
heddes those on kewer limbs, used in the smdy of thin fiber
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Table 2. Stratificstion of ctile sanitivity and the degres of thermal sensifvity impainment in lesions.
Tactls sarcitiity in
| [——— Difsnc in OFT |C) joo nralasal dhin - lasion) Diffamncs in WPT {"0 Jadion - contralatarsl shin)
Maan Burumum LT ] Maan Marumum BAaximum
Carmar a1 13 18 43 1] 5
BHus ia Ll ] L4 ] i3 124
L 11 ia FEL (1] 48 130
ke 1as o 40 A a2 154
(rarg a2 - - i - B
Pictic Tha thar ol Shrsn b dhi im g it weee o] it o 2 o M E vl el v i 2 ki e the cor vk v | lssher. Th

oy off thar e Solly imparment s Bdors v companed e contralsterd dkin aed indivated by e dbichoe difreree Betwer B b d sl

A0 T el peicdl 00009 7S a02

nearogathiss. Thus, ours and athe predosly pobished dan
povint cat for the nesd of gandardization of nommal fiher dersity in
cifferemy boedy bocalization.

Intraspidenmal fibers were sen in conmalaeral free of ksions
siom of all patients, comraging authors [25] who repomed a
completr mmaepidenmal denervation in 16 of 28 hogsies of
comtralateral don i kprosy patens. This may he due o dhe
conmting, onteria adopied In cur stedy, shome  segmens,
representing fihers amanged obliqudy to the coming plane of the
paraffin hlock, were coumted Sgill, dhe conmalateral siom of oor
patients showed 2 redoction of mraspidermal fihers when the
reference valos memioned presiously [55,%6,55 5657 58] were
aken into aocouni.

This inraspidermic denervation may be an sddence of
sysiemic pathogenic mechansms acting beyond the wopograph-
ically Emied inflammasnry infilrate typical of bprosy. Aniunes
and cthers have oleerved that no exact correspandence exias
hetween the dmervation regions and those affecied by inflam-
matnry infirae in lesions [21]. Facer and athers have proposed
that the thirming i intraspidenmal fihers in the contralateral slan
cold he relaed o a widegpread redoction in nerve growth faoor

2 staining for PGP 95 in leprosy

Irmaunohistochemical
matoey inflrate (arowheads) in S besion siin. Mothoe Se sty
shin are demadoad with a doteed lne in D0 showin g wisible neree ending s afcosTes famwsl £ Motios #he sardty of intraanid anmal Sbers in the
magrified field of e edion sdn Bar =30 pM

ol 1027 Vol parvecd (D0 1 975 o0z
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In oar stody, inraepidennal fibers swere ahsmnt in the lesions of
six patens. In othe simtemn, they were spnificandy redoced, ba
nat compiissely abolshed This finding difers from others wha
have oheerved a complets imraepidemic denervation in ksiors af
all [25] or almeen all patients [59]. Again, this may be doe o the
standardization oiena adoprad for fher counting. We hefiove
that ewen shom segmems of imracpidermal fihers mast he
quantified hecame these segments are representagve of fihers
arranged ohliquely 1o the comting plane of the mawerial

Ta cabmlae the deficin in thermal thresholds and comnens
immervation, we chose i we the percentage difference henwem
comralaeral sin and bsioms. This should ocunerans the
phsinloagical vanations depending on the hody region stodied
[404] 4245]. The threshold temperamrs vary regionally,
depending on fadars soch as thickmess of spidermis, physiological
fhod snbome and densie of oo innervation [#]. Likewise,
the densiny of inmaepidermal imnervation presens  imponan
reginmal variation, with respen i the oraniorandal ooncenraton
grachent, higher in the trank than in the Bmbs and higher in their
proximal region than at ther distl extramaties [45].

The denervation ohserved in lesions was considerablle. Om
average, the kedons showed 2. 5% of the sohepidemal fihers and

W Subepidesmal fber In the consdatweral odn (aowsl 5)
sained nervefibars (C) inrraepid armal fibers (armows) in dhe conmalbenal
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19.2% of the imraspide=mal fihers foamd in the contralaseral slon
hiapsies. This marked denervation was homogensoas amdang all
patients, especially reganding the mbepidermal fihers. The
coefficients of vanagon of the percenage differences in subepi-
dermal and imraepidsmal fihers were (L2 4 and (L 50, respectivey,
indicatng homogeneiny in their defict among thepagens. In m,
the coeffiden®s of variaton of the percentage differences in WFT,
CFT, CFPT and HPPT were high (0495, 0L76, 1.17 and 0495
respectively], indicating impanant vanaton in ther deficit in our

Althoagh seemingly alwions, a carmelation could not e desecied
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inmervaton may sappon the use of quantification of dhin
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lepresy. Themal sersiivity tests are nown i he dependent
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the examiner, which may hinder s application in children ar in
patients with cognitee mpanmment The histological study of a
st 30 i Besion, comsidered dhe gold sandard for establishing the
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Limitations

The bk of comrdation between cmaneoms denervation and
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Abstract

Objectives: Different leprosy classification methods were proposed since the 1930s.

The aim of this study was to compare the current ones in a referral center in Brazil.

Methods: The WHO operational classification (WOC) was compared to the Ridley
and Jopling classification (RJC), the Madrid classification and a classification based
on the number of body areas affected by skin andfor neural lesions (NBAA). The
correlation between the clinical and histopathological components of the RJC was

accessed.

Results: The agreement between the WOC and the RJC was 77.6% (kappa = 0.53).
The WOC tended to overestimate the number of multibacillary patients. The WOC
showed its hest agreement with the NBAA. There was perfect agreement between

the clinical and histopathological RJC in 46.9% of the patients.

Conclusions: The agreement between the WOC and the RJC was befter than any
other purely clinical classification, reinforcing the importance and simplicity of the
operational method. Although major disagreement between the clinical and
histopathological RJC was uncommon, perfect agreement occurred in less than half
the cases, and was even lower for BL and TT forms. Possible causes to explain the
divergent cases were discussed, showing that there may be room for improvement in

the RJC histopathological criteria.

Keywords: leprosy classification, Ridley Jopling, operational classification
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Highlights - International Journal of Infectious Diseases

- WHO operational and the Ridley/Jopling classifications show moderate

agreement.

- Operational method shows better performance than the other clinical

classifications.

- Clinicopathological disagreement in the Ridley/Jopling classification is commaon.

- There may be room for improvement in the Ridley/Jopling histopathological

criteria.
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Introduction

Leprosy presents a continuous spectrum of clinical and pathological
manifestations that depend on the type and intensity of the patients immune
response to Mycobacfenum Ieprae_‘ The intense cellular response is associated with
the containment of the bacillus and to the forms of paucibacillary presentation, whose
prototype is the tuberculoid form. A primarily humoral response is associated with
intense agent replication and with multibacillary forms, with the lepromatous form at
the extreme end®

aseveral different leprosy classifications have been proposed since the 1930s,
which consider these two ends of the spectrum and the intermediate (borderfineg)
manifestations between them_® Based on clinical aspects, the Madrid classification,
from 1953, includes the tuberculoid (TT), lepromaftous (LL), borderine and
indeterminate (IND) forms. This classification was included in the recommendations
of the World Health Organization (WHQ), prevalent until 2002.>* In 1966, Ridley and
Jopling created a classification that is still considered essential for leprosy research
standardization. Its clinical, pathologic, bacilloscopic and immunological criteria
provide the bases for the most complete classification of the disease’s various forms,
including IND, TT, borderdine tuberculoid (BT), mid-borderine (BB),
borderline lepromatous (BL) and LL &

However, while developing multidrug therapy for leprosy, it became critical for
the WHO to establish a simplified operational classification to differentiate between
paucibacillary and multibacillary patients and thus facilitate adequate treatment.
Currently, patients are considered paucibacillary if they present up to five skin lesions
and multibacillary if they present six or more lesions. This operational classification

facilitates fieldwork, since it does not require experiise in assessing skin lesion
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morphology or applying the slit-skin smear examination (335), but different studies
indicate its flaws.” ™"

On the other hand, studies on the Ridley and Jopling classification (RJC) show
great wvariations in  agreement between Its clinical and histopathological
components >'""% In a study conducted in India, with 303 multibacillary patients, 73
of the 178 patients clinically classified as BT were reclassified, following the
histopathological examination. Two of these patients were reclassified as LL and 32
as IND, both leprosy forms expected to be easily differentiated from BT."®

The aim of this study was to compare the WHO operational classification with
the RJC in a leprosy referral center in Brazil. We also compared those classifications
to the Madrid and the NBAA (*number of body areas affected™) classification. The
latter is based on the number of body areas affected by skin or neural lesions. ™20
Finally, we assessed the comelafion between the clinical and histopathological

components of the Ridley and Jopling classification.

Materials and Method

Forty-nine leprosy patients from the leprosy referral clinic of the Hospital
Eduardo de Menezes (Fundagdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais) agreed to
participate and gave their signed consent.

FPatients underwent a complete dermato-neurological examination by a
dermatologist with expertise in leprosy. SKin lesions were counted and the affected
body areas were recorded in the appropriate form. All patients underwent 335 from
four sites (ear lobes, elbows and skin lesions). The fiehl-Meelsen stain and the 555
bacilloscopic index assessment were conducted in the same referral center by an

experienced microbiologist. All patients underwent a skin lesion biopsy. Hematoxylin-




epsin and  Wade  staining were performed in the  Experimental
Meursimmunopathelogy laboratory of the Insfituto de Ciéncias Biologicas (UFMG),
where a pathologist with expertise in leprosy interpreted the histopathological
examination.

In the Madrid classification, patients with the borderline and LL forms were
considered multibacillary. In the Ridley and Jopling classification, patients with the
BB, BL and LL forms were considersd multibacillary. The histological classification
was the one outlined by RIDLEY (1974). In the NBAA classification, two thresholds
for the multibacillary status were tested: patients with two or more and patients with
three or more body areas involved. For NBAA classification, the body surface was
divided into nine areas, as described by VAN BRAKEL et al. (1992) and GUPTA et
al. (2012).

To assess the agreement between any two classification methods, we created
2¥2 tahles and calculated the kappa coefficient as well as the percentage of cases in
which there was agreement. Kappa values hetween 0.20 and 0.40 were considered
‘reasonable’, those between 041 and 0.60 were considered ‘moderate’, those
between 061 and 080 were considered ‘good’, and values above 0.81 were
considered ‘excellent’. Data were analyzed using the SP35 15.0 software.

The discrepancy between the clinical and histopathological components of the
RJC was classified as minimal or major disagreement. The cases in which
discrepancy incurred in the change of the pauciimultibacillary status of the patient
were considered major disagreement. Otherwise, it was considered minimal
disagreement. Histopathological examinations showing nonspecific alterations were

diagnosed as IND to permit the disagreement analysis.
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Results

This study included 4% new leprosy cases. Seventeen (34 7%) patients were
undergeoing treatment for at least one day and at most 30 days, and the remaining
patients were not undergoing treatment at the time of the inclusion. Table 1 presents
a descriptive analysis of the pafients.

Twenty-one (42 9%) patients had six or more skin lesions and 16 (32.7%)
patients had a positive 335, Table 2 shows that most patients (except for the case of
the Madrid and NBAA classifications) were paucibacillary. When compared to the
operational classification, the Madrid and NBAA classifications resulted in a higher
number of multibacillary patients, while the RJC resulted in a higher percentage of
paucibacillary patients.

The different classification systems were compared in terms of their ability to
define a patient’s multibacillary status. The operational classification was maore
sensitive for the multibacillary status diagnosis than the clinical component of the
RJC alone, but the addition of the histopathological examination resulted in
significant improvement of the RJC's sensitivity (see Table 2).

When compared with the RJC, the Madrid and NBAA classifications showed
the lower specificity for the multibacillary diagnosis. The purely clinical classification
system that best agreed with the RJC was the WHO operational classification, with
moderate agreement (kappa: 0.53).

The agreement between the RJC and the WHO operational classification was
TT.6% (Table 3). One-third of the patients considered multibacillary by the
operational classification were classified as paucibacillary by the RJC. On the other
hand, four {14 3%) of the 28 patients considered paucibacillary by the operational

classification were considered multibacillary by the RJC.
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The best agreement with the '"WHO operational classification was obtained by
the NBAA classification (3 or more areas) — 93.8%, kappa: 0.88) and the lowest
agreement was observed for NBAA (2 or more areas — 69.4%, kappa: 0.43).

There was perfect agreement hetween the Ridley and Jopling clinical and
histopathological classifications in 23 cases (46.9%). The hest agreement occurred in
the LL form (85.7%), followed by the IND (72.7%) and BT (50%) forms. Clinical and
histopathological diagnoses were in agreement in only 28.6% of TT cases and 14.3%
of BL cases (Table 4). There was minor disagreement between the histopathological
and clinical profiles in 20 cases (40.8% of the sample).

In table 4, four (80%) of the five cases considered nonspecific by the
histopathological examinafion and classified as IND for the purposes of the
disagreement analysis had minor disagreement with the clinical hypothesis. Their
paucibacillary status was not altered, since all four were clinically classified as BT. In
the major disagreement case, the clinical classification was the BB form.

Except for this last case, major disagreement was seen only in cases
classified as BL by the histopathological examination. Of the seven cases classified
as BL in biopsies, five (71.4%) were clinically reclassified as BT (Table 5).

In six cases, the disagreement occurred between the clinical BT classification
and the IND/nonspecific histopathological classification. Of these, four presented
multiple hypopigmented macules and one had slightly elevated plaque lesions, all
very suggestive of the BT form. By the other hand, there were two cases in which the
clinical classification was IND while the histopathological classification was BT. Both
patients presented single hypopigmented macular lesions and negative S35 and

their histopathological findings were, therefore, surprising.
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Three cases were clinically considered TT and were subseguently reclassified
as BT following the histopathological examination. Two of these presented single
erythematous plagques and the third patient had two erythematous plagues located in
different body areas. Five patients clinically classified as BT were reclassified as TT
following the biopsy report. Supporting de BT clinical diagnosis, two of these
presented multiple erythematous plagues (6 and 8) and four presented lesions

spread across three or more areas of the hody.

Discussion

The agreement between the WHO operational classification and the RJC was
moderate (kappa = 0.53). The operational classification overestimated the number of
multibacillary patients (42.9% vs. 36.8%), and classified as paucibacillary 28.6% of
the patients considered multibacillary by the RJC. In a survey of 264 pafients in the
Philippines, 31-58% of cases considered multibacillary by SSS or skin biopsy had
fewer than six skin lesions.® In a Brazilian study, conducted in the state of Sergipe
with records from 1213 patients, 11% of cases who had fewer than six skin lesions
had positive SSS smears ®

The moderate value of kappa and the agreement in 77.6% of the cases
confirms the importance of the simplest method. Here, the undeniable simplicity of
implementation of the WHO operational classification in the field work should be
reinforced. It doesn’t require familiarity with the different morphologic aspects of the
leprosy skin lesions. Further, it dispenses the need for S35 or skin biopsy facilities.
Even so, the WHO classification obtained the best agreement with the RJC when

compared with any other purely clinical classification method.
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The NBAA classification showed good sensitivity for the multibacillary status
diagnosis, even better than the operational classifification. One possible explanation
is that the degree of dispersion of the lesions along the skin's surface may add
information about the multibacillarity status, beyond the simple lesion count. In this
sense, NBAA classification takes into account not only the presence of skin lesions,
but also neurological involvement. Skin lesions concomitant with neuropathies in
different body areas are clinically more suggestive of multibacillary cases.?

The need for neurological examination makes it more difficult to apply the
MEBAA method outside leprosy referral senvices. Besides, the NBAA classification
showed lower specificity values for the multibacillary status diagnosis than the
operational classification. In a Nepalese study involving 756 patients, the sensitivity
and specificity of the NBAA classification (three or more areas) compared to the 555
and histopathological examination were 93% and 39%, respectively.®® In another
study with 100 patients in India, the NBAA rating {two or more areas) had better
sensitivity (80% vs. 63%) bui lower specificity (75% vs. 85%) than the operational
WHO classification.”

Regarding the RJC, a complete agreement bhetween its clinical and
histopathelogical components occurred in only 46.9% of cases. The creators of the
RJC obfained complete agreement in only 68% of the 82 cases studied.® Meyers et
al. studied 1429 patients and reporied complete agreement in 77.2% of cases, but
their results were reporied only in part in congress ;:urlzrn:ta-zﬂ:ldir'm;|s.21 Sehgal et al.
studied 82 patients and reporied perfect agreement in only 42.7% of cases.™

The best clinicopathological correlation was seen for the LL form (85.7%)
followed by the IND form (72.7%), similar to reports from other authors.™'*""7

Agreement was lowest for the BL form (14.3%), for which other authors reporied
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agreement rates between 43% and 70%.34S7E 16 this  sample, the
disagreements involving histopathological diagnosis of BL occurred together with a
clinical diagnosis of BT (five of the seven discordant cases). Likewise, Lockwood et
al. (2012) studied 303 cases of multibacillary leprosy and reported that 41% of
patients with the clinical BT form were reclassified following the histopathological
examination, with nearly a third of them being reclassified as BL.

Different factors explain the clinicopathological disagreement between the BT
and BL forms. First, the distinction between these forms is often difficult from a
clinical point of view. Second, discordant results betwesen these two forms may
simply represent the natural immune instability of leprosy, with consequent
clinicopathological dissociations becoming evident during research.'™'® Third, though
detailed and specific, it seems that the Ridley and Jopling histopathelogical criteria
are not always easy to implement. In some cases, it is very difficult to differentiate
between an infilirate made up mostly of macrophages with small lipidic vesicles and
one mostly containing poorly differentiated epithelioid cells.

The clinicopathological correlation of the TT form was also low (28.6%).
Among clinically tuberculoid cases, there were more cases reclassified as BT than
confirmed as TT by pathology. Conversely, five of the 22 cases clinically classified as
BT were reclassified as tuberculoid by the pathologist. Manandhar et al. had
histological confirmation in only six of 25 pafients clinically classified as TT, while 13
were reclassified as BT."" Bhafia et al. studied 1272 patients and, upon observing
similar clinicopathological discordances, suggested that the line separating the TT
and BT forms in biopsies is uncertain and that the current histopathological chteria of

the RJC may not be appropriate.'”
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One should highlight the group of patients clinically classified as BT but with
histopathological diagnosis of IND or nonspecific findings. Of these six cases, four
had multiple hypopigmented macules and therefore should not be considered IND.
There is liifle information about this particular group of "BT-macular” patients in the
literature. In many cases, a peripheral nerve biopsy is consistent with the clinical
presentation, despite the nonspecific skin biopsy.'"®

It is interesting to note the absence of cases classified as BE by the
histopatheological examination among cur 49 patients. None of the three patients
clinically classified as such was confirmed by biopsy. This is an uncommon form |, but
it is worth mentioning that the BB form was also absent among the pathology reporis
of 303 multibacillary patients from the INFIR (ILEF — International Federation of Anti-
Leprosy Associations — Nerve Function Impairment in Reaction) cohort, focused on
the study of leprosy reactions predictors and the associated neurological deficits. In
another study, in which three experienced dermatopathologisis examined biopsies
from 100 patients in Malawi, the BB form was found only once during the first round
of hiopsy interpretation, and the same examiner did not idenfify the BB form again on
the second blind round of interpretation® According to RIDLEY (1974), the
histopatheological difference between the BT and BB forms resides mainly in the
estimate of the number of lymphocytes that permeates the epithelioid inflammatory
infiltrate. In the BT form, there is a moderate lymphocyfic infilirate, while it is scarce in
the BB form. It could he hypothesized that the lack of BB forms in pathological
reports may arise from the fact that this “scarce” description might be unduly
subjective.

In conclusion, the agreement between the WHO operational classification and

the RJC was moderate and better than any other purely clinical classification studied.
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Although major disagreement between the clinical and histopathological components
of the RJC was uncommon, perfect agreement between these components occurred
in less than half the cases, and was even lower for BL and TT forms. This shows that
there is room for improvement in the RJC, especially in some of its histopathological

criteria.
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Table 1

Descriptive analysis of 49 new leprosy cases from a referral center in Minas
Gerais, Brazil.

Male 27 (55.1)
Female 22 (44 9)
=15 2 (4.0

15-30 12 (24.5)
3-45 10 (20.4)
46-60 13 {26.5)
61-75 12 (24.5)
<5 28 (57.1)
=K 21 (42.9)
=1 a1 (83.7)
=1 8 {16.3)

Source: research data
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Table 3

Agreement between the WHO operational classification and other classification
methods in 49 new leprosy cases treated at a referral center in the state of
Minas Gerais (Brazil).

Madrid Ridley and Jopling
Multibacillary  Paucibacillary  Multibacillary  Paucibacillary
. 21 0 14 7
WHO Multibacil ’ . o
ional Ry {42.8%) (0%} [28.6%) (14.2%)
classification
P 12 16 4 24
el (24 5%) {32 E%) {8.2%) (40.0%)
Agreement: 75.5% Agreement 77.8%
Kappa: D.53 Kappa: 0.53
HEAA {two or more areas) NEAA (three or more areas
Multibacillary  Paucibacillary  Multibacillary  Paucibacillary
o 21 0 .y ]
WHO Multibaeilla oy " s me 5
= uttibaciliary (42 8%) (0% [42A%) (0%}
classification
= 15 13 3 25
e (206%) (26.5%) (B.1%) (51%)
Agreement: 89.4% Agresement: #3_8%
Kappa: 043 Kappa: 0.8

Source: research data
Motes: NBAA {number of body areas affected)




Table 4
The discrepancy between the clinical and histopathological components of the
Ridley and Jopling classification in 49 new leprosy cases treated at a referral
center in the state of Minas Gerais (Brazil).

8 (T2.7%)

3 (27 .3%)

7 2 (28.8%) 5 (T1.4%) 0

12 & (50%) 8 (50%) ]

(1] - - -

7 1(14.3%) 1(14.3%) 5 (71.4%)
7 6 (85.7%) 1(14.3%) ]

5 o 4 (80%) 1(20%)

Source: research data.
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Table 5

Correlation between the clinical and histopathological components of the
Ridley and Jopling classification methods in 49 new leprosy cases treated at a
referral center in the state of Minas Gerais (Brazil).

Ridley and Jopling histopathological classification (n)

TT BT BE BL LL Indeterminate MNonspecific total

™ 2 3 0 0 D 1 0 &
) BT 5 & 0 5 O 2 4 27
s dﬁ:’ﬂ;""““ EB o1 D 1 D o 1 3
mieal EL o o o 1 1 o 0 2
“"“5;':“'1 Lo LL D0 oo B 0 0 &
Indeterminate o2 ©0 0 D B 0 10

total 7 12 o T 7 11 5 40

Source: research data
Motes: TT — tuberculoid. BT — borderdine-tuberculoid. BE — borderline-bordedine, BL — borderine-

lepromatous, LL — lepromatous
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9.2.1 RESPOSTA AOS REVISORES

Ref.: Manuscript 1JID-D-15-00904

Leprosy classification methods: a comparative study in a referral center in Brazil

Reviewers' comments:

Reviewer 01

1. ltis a statistical nice study; its findings are more or less comparable with previous studies. The
study sample is rather small. It is a pity that seeing the weight of the pathology in this research
("there may be room for improvement in the Ridley/Jopling histopathological criteria™) not a
second pathologist experienced in leprosy was asked to view the slides. However, there are
certain aspects which have to be made clear. Before classification a diagnosis has to be made.
In leprosy of the three cardinal signs (enlarged nerves, loss of sensations in the lesions,
positive skin smear) in theory two of the three should be positive before a diagnosis can be

made.

Reply:

In fact, a different pathologist with experience in leprosy has reviewed each of our slides (both the
pathologists are co-authors). When there were divergence between their reports, in a new session,
together, they reached the final diagnosis. As we did not carried out this process in a “blind” way, we
thought it was best to simplify and write only “by a pathologist with expertise in leprosy”. Please, we
ask the reviewer to consider the modifications indicated in yellow in the text. Modifications made on:

page 6 (1% paragraph)

The sample was small because we performed a convenience sampling. The study included the patients
who were diagnosed with leprosy at the Eduardo de Menezes Hospital Outpatient Clinic during a short
period of time. On the other hand, the small sample size facilitated researchers to control and
participate in the whole process of diagnosis confirmation, lesions counting, morphological
description of the lesions and confirmation of clinical improvement during the treatment. This
scientific approach to the recruitment and inclusion process would be impossible if we had only
analyzed retrospectively medical records or tissue bank materials in the laboratory.

Modifications made on: page 9 (last paragraph)

Considerations about the diagnosis:
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The WHO guidelines for leprosy diagnosis recommend that one of these signs must be positive: 1-
skin lesion consistent with leprosy and with definite sensory loss, with or without thickened nerves
and 2- positive skin smears.

http://www.who.int/lep/diagnosis/en/

The Ministry of Health of Brazil recommends that one of the three cardinal signs must be positive: 1-

enlarged nerves, 2- loss of sensations, 3- positive skin smear.

(BRASIL. Ministério da Sadde. Portaria n. 3.125, de 7 de outubro de 2010. Aprova as Diretrizes para Vigilancia, Atengdo e Controle da
Hanseniase. Diario  Oficial da Replblica Federativa do Brasil, Brasilia, 15 out. 2010. Disponivel em:

http://pesquisa.in.gov.br/imprensa/jsp/visualiza/index.jsp?jornal=1&pagina=55&data=15/10/2010).

Undoubtedly, the reviewer's recommendation that at least two of the three cardinal signs must be
positive in the same patient would greatly increase the positive predictive value of each diagnosis
made. In this regard, we would like to make it clear that, while respecting the recommendations of
WHO and the Ministry of Health of Brazil for the diagnosis, all cases were confirmed by
histopathological examination. Those with nonspecific inflammation (usually IND form) were

carefully monitored during their treatment so that we would convince ourselves of their diagnosis.

However, the requirement that two of the three criteria must be positive in the same patient undeniably
decreases the sensitivity for leprosy diagnosis for purposes of public leprosy control programs. Most
patients have no positive SSS or peripheral nerve involvement. It is desirable that we make the

diagnosis before the establishment of neural damage.

When the authors of the study “Diagnosis and classification of leprosy” (Leprosy review, 2002, 73,
S17-S26) concluded that “at least two of the traditional cardinal signs are necessary to achieve a
reasonable degree of sensitivity in the diagnosis of leprosy”, they were suggesting that, ideally, in
public leprosy control programs, we should list among the cardinal signs two or three criteria, and not
just one. Oversimplifying the diagnostic criteria in public leprosy control programs by limiting the
cardinal signs a single one (in that case, hypoesthesic skin lesions) is dangerous, because many MB
patients do not present this hypoesthesic lesions, but would be easily diagnosed if other cardinal signs

were added to the program’s criteria: SSS and examination of peripheral nerves.

2. Page 4, last paragraph, states: "This operational classification facilitates fieldwork, since it
does not require expertise in assessing skin lesion morphology or applying the slit-skin smear,

but different studies indicate its flaws". Here is referred to flaws in classification, but what


http://www.who.int/lep/diagnosis/en/
http://pesquisa.in.gov.br/imprensa/jsp/visualiza/index.jsp?jornal=1&pagina=55&data=15/10/2010
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about flaws in the (missed) diagnosis of leprosy in the field, especially when no skin smears

are taken?

Reply:

In this regard, LECHAT, M. F. (2004) wrote, in the second paragraph on page 69 (document listed
below), a nice historical summary of the WHO recommendations on skin slit smear (SSS):

Thinking on the role of bacteriological examination changed gradually. The 1981 Study Group (1)
still considered bacteriological examination to be “very important and highly relevant to leprosy
control”, yet in November 1987, at the sixth meeting of the WHO Expert Committee, its poor quality
was recognized as “the weakest link in most control programmes” (4). At its seventh meeting, 10
years later, the Expert Committee (5) stated that, while skin smears “are useful”’, “since it is possible
to classify leprosy without skin smear results, there is no need to establish skin smears services. Such
services should not be a prerequisite for implementing MDT.” This statement ratified a de facto
situation: what had been tolerance became a prescript, and the simplification doubtless facilitated the

life of the leprosy field worker and contributed to wide acceptance of MDT.

World Health Organization. Multidrug therapy against leprosy - Development and implementation over the past 25 years, Genebra: WHO

Document Production Services, 2004. Disponivel em: http://www.who.int/lep/resources/MDT_Full.pdf),

In Brazil, the current recommendation on SSS comes in the form of a government specification.
According to this, health care workers, whenever possible, should perform SSS to help classifying
leprosy patients. Although the operational classification is still the recommended method, any positive

SSS result, regardless its semi-quantitative logarithmic value, classifies the patient as multibacillary.

(BRASIL. Ministério da Sadde. Portaria n. 3.125, de 7 de outubro de 2010. Aprova as Diretrizes para Vigilancia, Atengdo e Controle da
Hanseniase. Diario  Oficial da Replblica Federativa do Brasil, Brasilia, 15 out. 2010. Disponivel em:
http://pesquisa.in.gov.br/imprensa/jsp/visualiza/index.jsp?jornal=1&pagina=55&data=15/10/2010).

Following that specification, in our sample we performed SSS in all patients. We compared the SSS

results directly to the operational classification:

Bacilloscopy
Multibacillary  Paucibacillary

Lo 12 9
WHO Multibacillary (25%) (18.7%)
operational '
classification 4 23
Paucibacillary (8.3%) (47.9%)

Agreement: 72.9%
Kappa: 0.43



http://www.who.int/lep/resources/MDT_Full.pdf
http://pesquisa.in.gov.br/imprensa/jsp/visualiza/index.jsp?jornal=1&pagina=55&data=15/10/2010
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According to this table, the SSS classified as multibacillary 4 of 27 (14.8%) patients considered
paucibacillary by the operational classification. More, the SSS classified as paucibacillary 9 of 21
(42.8%) patients considered multibacillary by the operational classification.

It is difficult to say which of the two classifications shall prevail or what the truth is. To GUPTA et al.
(2012), the sensitivity for detecting MB cases is the fundamental intrinsic quality of any leprosy
classification method.

GUPTA, R.; KAR, H. K.; BHARADWAJ, M. Revalidation of various clinical criteria for the classification of leprosy--a clinic-pathological
study. Leprosy Review, v. 83, n. 4, p. 354-62, dez. 2012.

That premise favors the addition of the SSS to the classification criteria and is supported by the results
of PARDILLO et al. (2007), who studied 264 patients in the Philippines and showed that 31-58% of
the cases considered multibacillary by the SSS or skin biopsy had less than six skin lesions. Similarly,
CAVALCANTI et al. (2012), in a study involving the medical records of 1213 patients, showed that
11% of the patients with less than six skin lesions had positive SSS.

CAVALCANTI, A. A. et al. Concordance between expected and observed bacilloscopy results of clinical forms of leprosy: a 6-year
retrospective study in Recife, State of Pernambuco, Brazil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 45, n. 5, p. 616-9, out.
2012.

PARDILLO, F. E. etal. Methods for the classification of leprosy for treatment purposes. Clinical Infectious Diseases, v. 44, n. 8, p. 1096-9,
abr. 2007.

Finally, one should note that the government specification in Brazil only considers the POSITIVE SSS
for classification. In this way, the SSS, a simple and inexpensive laboratory test, can undoubtedly
improve the sensitivity of the operational classification for the detection of multibacillary cases.

Modifications made on: page 8 (2" paragraph), page 11 (2" paragraph), tables 2 and 3.

3. The importance of palpation of peripheral nerves (enlarged, of tender/painful) and the
importance of skin smears (important for the diagnosis, and for the classification) is
underestimated by the authors. Any laboratory where sputum smears for tuberculosis are
examined, skin smears could be examined as well (How are the skin smears taken and stained,
not decolorized to long - they have to know that decolorizing for leprosy is much shorter than
for TB). On the other hand, only in exceptional cases is there a place for histopathology in a

leprosy programme and there should be an experienced leprosy dermatopathologist.
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In the last paragraph on page 5, we strived to make clear the importance of the examination of
peripheral nerves by stating: "Patients underwent a complete dermato-neurological examination by a
dermatologist with expertise in leprosy". In addition, we could never have properly accomplished the
NBAA classification (with two different thresholds) if we had not carefully examined the peripheral
nerves of each patient included in this study. Finally, we showed the percentage of patients with one or
more impaired peripheral nerves in Table 1.

In the response regarding the second issue raised by the reviewer n.1, we made it clear how important
we consider the SSS. Anyway, we should add that the SSS performed in this leprosy reference center
is in accordance with a national protocol specific for M. leprae. The Ministry of Health of Brazil
recommends this protocol, jointly prepared by the teams of the National Program for Leprosy Control
and the General Coordination of Public Health Laboratories. We also would like to add that the
microbiologist responsible for all the SSS coloring process has been working in this reference center

for 10 years.

(BRASIL. Ministério da Saude. Baciloscopia em hanseniase. Guia de procedimentos técnicos — serie A. normas e manuais técnicos. Brasilia,

2010. Disponivel em: http://bvsms.saude.qov.br/bvs/publicacoes/quia procedimentos tecnicos corticosteroides hanseniase.pdf

When we make comparisons between the histopathological and clinical components of the Ridley and
Jopling classification, we are not trying to highlight the importance of histopathology for the diagnosis
or classification of leprosy patients in public leprosy control programs. The importance of our
observations is within the Ridley and Jopling classification, which, as stated in the second paragraph

on page 4, "is still considered essential for leprosy research standardization".

4. In leprosy it is the clinical classification (with skin smear results) which counts. If a patient is
clinically classified as a BT patient, skin-smear negative, even is the histopathology mentions
TT, the classification will stay as BT, and in case of more than 5 lesions, will be grouped as
MB. However, if histopathology speaks of BL, than it is wise to reclassify as a BL. Page 8,
4th paragraph: "Of the seven cases classified as BL in biopsies, five were clinically
reclassified as BT". | really do not understand this. Were these five originally classified as BL
or BT? IF BT than I can understand to be reclassified as BL, not other way around. What were
the skins smears results of these 5 "BT/BL patients". Remark: the place of the the biopsy is

important; in one place may be histopathologically a BT, but in another place BL for example!

Reply:


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/guia_procedimentos_tecnicos_corticosteroides_hanseniase.pdf
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A typing mistake is compromising the correct interpretation. We gently ask to change the word
"reclassified". We clinically classified these patients as BT, but, after the biopsy, we reclassified them
to BL. Modifications made on: page 9 (1% paragraph).

These patients had the following bacillary indexes: 1.0/0.75/0.75/0.0/ 1.0.

We would like to state that we always marked the exact area for biopsy taking into account that

established lesions usually carry a higher "granuloma index" on their edges.

5. Page 8, last paragraph: clinical classification was IND: how was the diagnosis made - which
cardinal sign was positive? Indeed, surprisingly that the histopathological showed BT. From
experience, if a lesion is indeterminate, the histopathology is often not of much help. Non-
specific histopathological classification - a definitive diagnosis/classification cannot be made).

Would non-specific inflammation not be better?

Reply:

“Nonspecific inflammation” will be, undoubtedly, much better. Please, we ask the reviewer to
consider the changing in the text. Modifications made on: page 6 (last paragraph), page 8 (last
paragraph), page 9 (2™ paragraph), page 13(2"™ paragraph).

All the patients with the indeterminate form showed thermal hypoesthesia on their lesions. Some had
also tactile hypoesthesia. More, we followed all patients during the treatment regimen to be sure that

they would improve their skin lesions with the multidrug therapy, confirming the diagnosis.

The woman clinically classified as IND, but with a confirmatory biopsy of the BT form, showed a
single hypochromic macule in the thigh with slight hypoesthesia, 10 cm in diameter, progressing for 6
months, with a negative familial history. The man had a single hypochromic macule on his forearm
with slight hypoesthesia, also progressing for 6 months and positive familial history. We believe we
have caught their lesions in its progression toward one of the poles of the spectrum. That evolution it

thought to be part of the natural course of some patients with the IND form.

6. Page 9, first paragraph: "Five patients clinically classified as BT were reclassified as TT
following the biopsy report™. | really do not understand this. This is not correct in my point of

view. On top of that real TT in leprosy clinic is rare.

Reply:
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We are changing the word “reclassified” in some paragraphs of the text. We used “reclassified” for the
sole purpose of indicating disagreement between the clinical and the histopathological components of
the Ridley and Jopling classification. It does not indicate, in this case, that we have considered these
patients as TT in the final Ridley and Jopling classification. It is not correct to consider these patients
as TT, just because the biopsy has indicated this way. These cases are evidence that we should not
always prioritize the biopsy over the clinical classification. The Ridley and Jopling classification is
more than a histopathological characterization of leprosy cases. Modifications made on: page 5 (2"

paragraph), page 9 (3" paragraph), page12 (last paragraph).

7. Page 9, last paragraph: "It dispenses the need for SSS or skin biopsy facilities". How can this
conclusion be drawn, based on what? Regarding histopathology | agree, regarding skin smears
| disagree. On top of that skin smears taken from more sites and more lesions. Again a mix up
diagnosis and classification. Positive skin smear is one of the cardinal signs for the diagnosis
of leprosy (although WHO seems to disregard the importance of skin smears nowadays). Too
often early lepromatous patients, without enlarged nerves and without loss of sensation in the
lesions, are wrongly told that they did not suffer from leprosy. How tragic, the most infectious
cases are not diagnosed in time because of such statements as "it dispenses the need for SSS
facilities"!

Reply:

We could not agree more with the reviewer on this and we have detailed our reasons in the response to
the second issue. However, what we wanted to show with the phrase “It dispenses the need for SSS or
skin biopsy facilities” was that the operational classification is eminently clinical. We agree that the
phrase does not translate exactly our point of view and ask the reviewer to consider not only its
exclusion, but also the inclusion of the data related to the SSS between our results and the discussion.

Modifications made on: page 10 (3" paragraph).

8. Page 10, second paragraph: "the need for neurological examination makes it more difficult to
apply the NBAA method outside leprosy referral services". In Brazil, at all levels palpation of
peripheral nerves is taught during leprosy training courses. Neurological examination is
essential for the diagnosis and follow-up of patients, and be applied by the leprosy trained
health worker at health centre level, especially in leprosy endemic areas. The great scourge of

leprosy is the neuritis and disability.
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When we wrote this, we were thinking in more remote regions of others countries, not specifically in
our case, in Brazil. In fact, this referral center offers two annual training sessions open to all public
basic health care units in the State of Minas Gerais. These training sessions give special attention to
the neurological examination of peripheral nerves aiming not only the diagnosis but also the
monitoring/prevention of neurological disabilities during the course of the disease.

Nonetheless, we can improve that phrase. We ask the reviewer to consider the changing to
"performing the NBAA classification requires training in neurological examination of peripheral

nerves." Modifications made on: page 10 (last paragraph).

9. Page 11, second paragraph: "The distinction between these forms (BT and BL) is often
difficult from a clinical point of view". | cannot disagree more with this statement. Both
clinically (and histopathologically), for experienced leprologists (and pathologists), in 90% of

cases the differentiation between BT and BL should be no great problem.

Reply:

The authors misused the word “often”. We would like to change the phrase to “sometimes, the
distinction between these forms (BT and BL) can be difficult from a clinical point of view”.

Modifications made on: page 12 (2" paragraph).

We do not really consider it a big problem to differentiate these forms in our daily clinical practice.
However, somehow, in this sample, there was more trouble. Maybe, as the reference center receives
more patients with greater diagnostic difficulty, we have had a biased sample with patients with less
typical clinical presentation. However, other authors have reported similar difficulties. LOCKWOOD
et al. (2012) studied 303 cases of multibacillary leprosy and reported that 41% of patients with a
clinical DT diagnosis received a different histopathological diagnosis. The histopathological
examination reclassified almost a third of these discordant cases as DV (LOCKWOOD et al., 2012).

That last citation was one of the ten (Pubmed / NCBI) interesting studies carried within the INFIR
cohort. That research group included leprologists and experienced pathologists and their results
currently serves as references on leprosy reactions / neuropathy predictors. Their first work, in 2005,
classified patients based on the histopathological criteria of the Ridley and Jopling classification. Their
last work, in 2012, took into account the clinical criteria of the Ridley and Jopling classification to
evaluate the concordance between the clinical and pathological components of the classification. That

shows how much the nuances of the leprosy classification methods are still on top of our concerns.
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10. Page 12, second paragraph: it would be interesting if a picture could be shown of a typical BB
lesion of one of the three BB patients mentioned.

Reply:

We made those pen markings below to facilitate the quantitative thermal sensory test, necessary for
research purposes in other of ours studies. The top mark is an area without damage (the red color is
due to the pressure exerted by the thermo-sensory analyzer). The lower mark points one of the lesions.
We did not make the marks for biopsy. We took the biopsy from the erythematous edge of one of the

lesions.

1. 5. BB. Note the medium size of the
lesions, their vague outer edges and punched-
out centers.

The photograph does not allow us to have exactly the same impression that the live clinical
examination. Nonetheless, one can see the similarity between the two images and the description used
by Ridley and Jopling: “(...) These lesions are either irregularly shaped erythematous plaques with

vague outer edges and oval hypopigmented center that looks as if it had been punched out (Fig.5), or

()"

RIDLEY, D. S.; JOPLING, W. H. Classification of leprosy according to immunity. A five-group system. Int J Lepr Other Mycobact Dis,
v. 34, n. 3, p. 255-73, jul. 1966. http://ila.ilsl.br/pdfs/v34n3a03.pdf

11. Table 1, page 17: what is meant by "impaired nerves"? Enlarged nerves? Table 2, page 18: for
my interest - how has these sensitivities and specificities been calculated? | have problems
taking the WOC as the golden standard!

Reply:


http://ila.ilsl.br/pdfs/v34n3a03.pdf
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In Table 1 “impaired nerves” means thickened or painful peripheral nerves or sensory/motor
functional impairment in their area of innervation. We ask the reviewer to consider the appropriate

complement made to the table legend. Modifications made on: table 1.

In the legend of Table 2, we explained that we have calculated the sensitivity and specificity in
comparison to the final Ridley and Jopling classification. In fact, it seemed more appropriate, since the
final Ridley and Jopling classification considered the clinical, histopathological and bacteriological
impressions of each patient.
Reviewer 02
1. The authors states that the sensitivity and specificity were measured according to the final
Ridley-Jopling classification. What does it mean? Where it is shown? Did the authors
considered clinical, histopathological, bacillary index and lepromin test data? Please explain

it. Please present the final R-J classification.

Reply:

The final Ridley and Jopling classification included the clinical presentation, the histopathological
findings and the SSS results. We did not perform the Mitsuda test. We ask the reviewer to consider the
inclusion of this information in the methods section as well as the incidence of the different forms
according to the final classification in the results section. Modifications made on: page 7 (1%
paragraph), page 7 (2" paragraph).

2. In order to verify the agreement between these classifications, 49 patients seems a very low sample
size. Did the authors perform any sample size calculation? Unfortunately, a low sample size may

compromise several interpretations. This should be discussed.

Reply:

The sample was small due to its convenience character (as explained in the answer to the first question
of the reviewer n.1). Studies with small samples should prompt further research, preferably
international multicenter studies and we ask the reviewer to consider the inclusion of this statement in

the discussion section. Modifications made on: page 9 (last paragraph).

Even so, they are important in order to keep the debate on leprosy classifications on focus. We should
reinforce that our sample was representative enough to express agreement with the results of other
authors, especially in relation to the agreement in the Ridley and Jopling classification (please, see
table below). Our work has the distinction of having been held in a different country than those listed

in the table below. More, we had tried to explain the reasons for the disagreement in the Ridley and
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Jopling classification by pointing some of its histopathological key to classification (RIDLEY, 1974)
imprecise aspects, especially regarding the absence of the DD form and the TT x DT disagreement.

KAUR (1993) 60 INDIA 44-68%
MANANDHAR (2013) 75 NEPAL 45,3%
RIDLEY (1966) 82 INDIA 68,3%
SEHGAL (1980) 82 INDIA 42,6%
MATHUR (2011) 156 NEPAL 80,4%
SHARMA (2008) 270 INDIA 53,3%
LOCKWOOD (2012) 303 INDIA 54,2-68,6%
MOORTHY (2001) 372 INDIA 62,6%
BHATIA (1993) 1272 INDIA 69%

RIDLEY, D. S. histological classification and immunological spectrum of leprosy. Bulletin of the World Health Organization, v. 51, n. 5,
p. 451-465, [1974].

3. Operational classification has lower MB sensitivity than Madrid, NBAA two and NBAA three.
Therefore how "operational method shows better performance that the other clinical classifications"?
According to this study, operational classification may leave many of MB cases undertreated. This
should be discussed as a negative point for using the operational classification. In fact | think that the
authors should highlight that we need more accurate classification methods to avoid misclassifications.
It should also be verified in the subjects of this study if the use of the bacillary index (a cheap lab
exam) could improve the operational classification. This should be also discussed. We should keep in
mind that leprosy is a complex disease and patients deserve a better standard of care, which includes a

more reliable classification and treatment.

Reply:

When we wrote better performance, we wanted to refer to the best kappa value and to a greater
agreement value. We could not write those values in parentheses right after that phrase because it is
part of the highlight section and the number of characters is limited. By using the kappa value, we will
be associating the best performance to the better agreement with the final Ridley and Jopling
classification. We will be taking into account not only the sensitivity but also the specificity of the
operational classification, compared to Madrid and NBAA (considering the Ridley and Jopling
classification as the gold standard). We would like to refer to the last paragraph of page 7 and to the
third paragraph of page 10, where we made it clear that the agreement value was the one taken into

account.



178

We cannot agree more with the reviewer about the fact that patients deserve better and it includes
more precise classification methods and better treatment options. We will try to improve our message
widening our results and discussion sections to include a comparison of the SSS and the operational
classification (as we explained in the answer to the issue n.2 raised by the reviewer n.1). Modifications
made on: page 8 (2" paragraph), page 11 (2" paragraph), tables 2 and 3, page 14 (1% paragraph).

Reviewer #3
Rodrigues Junior and collaborators report on the comparisons between the available clinical and
pathological classifications for leprosy. It is a contributive report, yet too numerous abbreviations are

complicating reading. | just have a few minor remarks.

1- Abstract: Explicit BL/TT abbreviations.
Reply:
We completely agree with the reviewer.

Modifications made on: abstracts (page 2).

2- Page 5, line 3: The abbreviation could be presented when this classification is first cited, on page 4.
Moreover, if the authors want to use it, they have to do so consistently, for example (page 6 — line 6).
Reply:

Again, we completely agree with the reviewer.

Modifications made on: page 4 (2" paragraph), page 5 (line 3), page 5 (3" paragraph), page 6 (2"
paragraph), page 7 (1% paragraph).

3- Page 7: Were the 16 SSS-positive patients.

Reply:

We believe that we should have discussed better de SSS results. We ask the reviewer to consider the
inclusion of it in the results and discussion sections (as also demanded by reviewers 1 and 2).

Modifications made on: page 8 (2™ paragraph), page 11 (2" paragraph), tables 2 and 3.
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