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RESUMO

A hanseniase ainda € uma doenca negligenciada no Brasil. Em 2014 foram
notificados 24.612 casos novos. A doenga possui uma grande variedade de
manifestacdes clinicas e histopatologicas que estdo associadas com a resposta imune do
hospedeiro. Os aspectos histo e imunopatolégicos dessa resposta na lesdo cutanea sao
bem conhecidos. Entretanto, sdo desconhecidas as caracteristicas da pele ndo lesionada,
aparentemente indene. Diante dessa lacuna no conhecimento, realizamos um estudo
observacional, transversal e comparativo dos aspectos imuno-histopatolégicos de
biopsias cutaneas da lesdo e da pele contralateral, por meio dos métodos HE e imuno-
histoquimica. Foram avaliadas caracteristicas do infiltrado inflamatério e o padrdo de
expressdo de Foxp3 e das citocinas IFN-y, IL-10, IL-17 e IL-12. Os testes estatisticos
Qui-quadrado, Teste t e Mann-Whitney foram realizados nesse estudo e analisados no
software MINITAB 17. Na analise histopatoldgica, foram evidenciados focos
perivasculares de infiltrado inflamatorio na pele lesionada com maior celularidade que
na pele contralateral. Na andlise imuno-histoquimica, a expressdo dos biomarcadores de
interesse ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas entre a pele lesionada
e pele contralateral indene. Assim, os resultados sugerem que a resposta imune cutanea
contra a hanseniase parece ser ativa tanto nas areas lesionadas quanto nas éareas

contralaterais aparentemente indenes.

Palavras-chave: Hanseniase; citocinas e histopatologia.



ABSTRAT

Leprosy is a neglected disease in Brazil. In 2014, were reported 24,612 new
cases. The disease has different clinical and histopathological manifestations that are
associated with host immune responses. Pathological features are well known in skin
lesions. However, they are unknown in the uninjured skin. Given this gap in knowledge,
we conducted an observational and cross-sectional comparison of immuno-
histopathological aspects of lesions and contralateral skin, through HE and
immunohistochemical methods. Inflammatory infiltrate characteristics and Foxp3, IFN-
v, 1L-10, IL-17 and IL-12 expression were evaluated. Statistical tests (Chi-square, T
Test and Mann-Whitney) were performed and analyzed in MINITAB 17 software. In
histopathology, perivascular inflammatory infiltration were evidenced both in damaged
and normal skin, with greater cellularity in the first. In immunohistochemistry analysis,
the normal and injured skin exhibit predominantly similar phenotypes in biomarkers.
Thus, the results suggest that cutaneous immune response against leprosy appears to be

active in both the lesion and in apparently harmless skin.

Keywords: Leprosy; cytokines and histopathology.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

O projeto intitulado “Caracterizagdo histo-imunopatolégica das lesGes cutaneas e
pele contralateral em casos novos de hanseniase” foi desenvolvido dentro da linha de
pesquisa Epidemiologia e Controle das Doencas Infecciosas e Parasitarias e esta
inserido no grupo de pesquisa Hanseniase, que desenvolve que desenvolve trabalhos na
grande area do conhecimento das ciéncias bioldgicas e da saude, como imunologia da

hanseniase.

Os pacientes incluidos no estudo foram atendidos no Hospital Eduardo de
Menezes, onde foram realizados o diagnéstico e a classificacdo clinica inicial. A
classificacdo histopatoldgica foi posteriormente confirmada pelo Prof. Dr. Marcelo
Antbnio Pascoal Xavier.

Durante o desenvolvimento do estudo, a discente Karina de Sousa Paula
participou de todas as etapas: selecdo dos pacientes, acompanhamento das bidpsias,
realizac&o do teste de ML Flow, imuno-histoquimica e analises das ldminas e dados.

A presente dissertacdo teve como objetivo apresentar os resultados obtidos
durante o mestrado, na qual foi avaliada a resposta imune dérmica em bidpsias com
lesdo e sem lesdo cutanea de pacientes hansenianos. Para tanto, foram avaliadas as
caracteristicas histolégicas e o padrdo imuno-histoquimico de Foxp3 e das citocinas
IFN-y, IL-10, IL-12 e IL-17 por cada forma clinica.

A dissertacédo foi estruturada em sete partes principais: i) Introducéo ii) Revisdo
da literatura; iii) Objetivos; iv) Métodos; v) Resultados, vi) Discussdo; vii) Anexos,
contendo artigo derivado da dissertacio parecer do Comité de Etica e Pesquisa da
UFMG e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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2 INTRODUCAO

A hanseniase, ou mal de Hansen (MH), é uma doenca infectocontagiosa de
evolucdo lenta, causada pelo bacilo Mycobacterium leprae, que se manifesta por danos
na pele e nervos periféricos (RIDLEY; JOPLING, 1966; MIRANDA et al., 2012;
TELES et al., 2013).

A doenca ainda é um grande problema de salde em varios paises em
desenvolvimento, devido ao surgimento de casos novos todos os anos (SILVA et al.,
2013). Somente no Brasil, em 2014, foram notificados 24.612 casos novos, sendo 1.187
casos em Minas Gerais (WHO, 2014).

A hanseniase é caracterizada por apresentacBes clinicas, patologicas e
imunolégicas distintas, sendo essencial seu estudo imunopatolégico para compreensao
dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da doenca (RIDLEY; JOPLING,
1966). Essa diversidade se associa a capacidade do hospedeiro de desenvolver
diferentes respostas imunologicas frente ao M. leprae, particularmente na pele e nervos
periféricos, devido ao tropismo por macrofagos dérmicos e células de Schwann
(SCOLLARD et al., 2006; MIRANDA et al., 2012; TELES et al., 2013; RICHMOND;
HARRIS, 2014).

Um dos principais sinais da doenca sdo leses cutaneas com alteragfes de
sensibilidade (BRITTON; LOCKWOOD, 2004). Consequentemente, biopsias de lesbes
cutaneas sdo usadas para o diagndstico histologico da doenga, a partir de analises de
caracteristicas clinicas da doenca. A pele representa um ambiente ideal para se estudar
as respostas imunes inatas e adaptativas as leses locais e sistémicas desencadeadas pelo
M. leprae. Um crescente nimero de trabalhos sustenta, de um lado, a importancia das
funcBes imunoldgicas essenciais da pele, tanto durante a homeostase do tecido quanto
em condic¢Bes patologicas, e, de outro, o potente papel das citocinas na resposta
imunologica do microambiente dérmico (NESTLE et al., 2009).

Considerando que a resposta imune do hospedeiro € fundamental para a
determinacdo da evolugdo das lesdes, da complexidade das manifestacfes clinicas e da
dificuldade para se estabelecer critérios para o diagnostico correto e precoce da doenga,
este estudo objetivou caracterizar o padrdo imuno-histopatologico nas lesdes cutaneas e
da pele contralateral, sem lesdo aparente, em casos novos de hanseniase, dando énfase

aos aspectos imunoldgicos.


https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula_de_Schwann
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867410001285#bib42
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Britton%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15081655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lockwood%20DN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15081655
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Existe uma grande lacuna na literatura no que diz respeito a resposta imune
dérmica na pele considerada normal ou sem lesdo cutanea clinicamente evidente, no
paciente hanseniano. Apds buscas em diversos sites de pesquisas ndo foram encontrados
trabalhos que avaliassem a resposta imunologica na pele normal de pacientes
hansenianos.

Entdo, diante do problema apresentado e considerando-se tanto a historia
natural da infeccdo pelo M. leprae quanto a resposta imune sistémica desencadeada, a
seguinte hipotese foi formulada: existe resposta imune dérmica na pele considerada
normal, que se assemelha a resposta imune dérmica da lesdo cutanea do paciente
hanseniano.

Dentro deste contexto, o presente estudo avaliou a expressdo imuno-histoquimica
de Foxp3 e das citocinas IFN-y, IL-10, IL-12 e IL-17 em biopsias de pele, com o intuito
de investigar, ainda que preliminarmente, esses biomarcadores nas biopsias
contralaterais nas diferentes formas clinicas da hanseniase e correlaciona-los com

alteragOes histologicas.


https://www.google.com.br/search?biw=1280&bih=582&q=preliminarmente&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiU-K7R7qzMAhVKGJAKHSPpBfoQvwUIGSgA
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Conceitos da hanseniase

A hanseniase, ou mal de Hansen (MH), € uma doencga cronica, granulomatosa,
causada pelo bacilo M. leprae, um patégeno intracelular obrigatério (SHEPARD, 1962;
SCOLLARD et al., 2006; KOWALSKA; KOWALIK, 2012). O M. leprae tem tropismo
por macrofagos da pele e pelas células de Schwann dos nervos periféricos. A doenga
tem grande potencial de causar danos em diversos 6rgéos e sistemas do corpo humano,
podendo se manifestar de forma sistémica (LOWY; RIDLEY, 1954; MIRANDA et al.,
2012; TELES et al., 2013).

A hanseniase tem alto poder de causar incapacidades fisicas decorrentes,
principalmente, da resposta inflamatdria cronica e granulomatosa. Essas deficiéncias
podem dar origem a limitacdes de atividades que envolvem o uso das maos, pés e olhos
e restricdes na participacdo social (VAN BRAKEL et al., 2012).

3.2 Agente etioldgico

A primeira descricdo do M. leprae foi feita em 1873, pelo bacteriologista e
dermatologista noruegués Gerhard Amauer Hansen (HANSEN, 1874; LOWY;
RIDLEY, 1954). O M. leprae pertence & ordem taxonémica dos Actinomycetales e a
familia Mycobacteriaceae, sendo seu genoma totalmente sequenciado por Stewart
Thomas Cole, em 2001 (SCOLLARD et al., 2006; KOWALSKA; KOWALIK, 2012).
Trata-se de um bastonete reto ou ligeiramente curvo, que mede de 18 pum de
comprimento e 0,3 um de diametro, e que, como as outras micobactérias, se replica por
fissdo binéaria (GULIA; FRIED; MASSONE, 2010; EICHELMANN et al., 2013). Essa
replicacdo é extremamente lenta, levando em média 14 dias, o que favorece um periodo
de incubacdo longo, que pode variar de trés a 10 anos (KOWALSKA; KOWALIK,
2012; BHAT; PRAKASH, 2012). O bacilo é Gram-positivo e fortemente alcool-acido
resistente, quando submetido a coloracdo de Ziehl-Neelsen, caracteristica que o define
como bacilo alcool-acido resistente (BAAR). O bacilo ndo é cultivavel em meios de
cultura artificiais, mas camundongos timectomizados e irradiados sdo utilizados para
seu estudo e reproducdo (SHEPARD, 1962; KIRCHHEIMER; STORRS, 1971;
TALHARI; TALHARI; PENA, 2015). Pesquisas recentes baseadas na resposta imune


https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula_de_Schwann
https://pt.wikipedia.org/wiki/Nervo
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867410001285#bib42

19

tanto humoral quanto celular na hanseniase tém indicado varios antigenos, proteinas
recombinantes e peptideos, com potencial aplicagdo diagndstica. Embora o nimero de
proteinas recombinantes do M. leprae testadas esteja aumentando, ha uma longa lista de
candidatos a ser avaliada, antes de se escolher o antigeno mais eficiente (STEFANI;
2008; SILVESTRE; LIMA, 2016).

A parede celular do bacilo é composta por cadeias alternadas de peptidicos N-
acetilglicosamina (NAG) e N-acetilmuramico (NAM) ligados por pontes cruzadas que
estdo ligadas a camada de galactano por arabinogalactano. O lipidio dominante na
parede celular do M. leprae, que confere especificidade imunolodgica, € o glicolipideo
fendlico-1 (PGL-1). Estudos recentes sugerem que o PGL-1 esteja envolvido na
interacdo do M. leprae com a laminina das células de Schwann, sugerindo um papel
para as interagdes entre PGL-1 do bacilo e nervos periféricos (NG et al., 2000;
SCOLLARD et al., 2006; STEFANI; 2008; ITO; OHTA, 2015).

Em esfregacos de pele e nos cortes histopatologicos, é possivel observar os
bacilos isolados em agrupamentos diversificados ou em disposi¢cOes especiais,
denominados globias, que derivam da sélida unido de bacilos por meio de uma
substancia chamada gléia (REES, 1985; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002). O M.
leprae é propenso a infectar areas frias do corpo, como a pele, mucosa nasal e 0s nervos
periféricos (especialmente os superficiais), pois cresce melhor em temperaturas entre
27°C e 30°C (SHEPARD, 1965; GULIA; FRIED; MASSONE, 2010; EICHELMANN et
al., 2013).

Fatores genéticos humanos podem influenciar a aquisicao e evolucdo clinica da
hanseniase. Evidéncias acumuladas de diversos estudos indicam claramente que a
exposicdo ao M. leprae € necessaria, mas ndo suficiente, para levar a doenca, sendo que
varios genes e regides genbmicas ja foram relacionados como participantes do
complexo mecanismo genético relacionado com a susceptibilidade do hospedeiro a
doencga (GULIA; FRIED; MASSONE, 2010; BHAT; PRAKASH, 2012).

Embora ainda ndo exista completo conhecimento sobre o modo de transmissao
da hanseniase, a hipdtese mais aceita € que a transmissao se dé através das vias aéreas
superiores de pessoa a pessoa, pelo contato prolongando entre doentes baciliferos ndo
tratados e pessoas susceptiveis (WALKER; LOCKWOOD, 2006; BHAT; PRAKASH,
2012; SILVA et al. 2013).
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3.3 Epidemiologia da Hanseniase

Desde a introducdo da poliquimioterapia (PQT), ha cerca de trés décadas, a

prevaléncia de hanseniase no mundo, a qual passou a ser considerada uma doenca com
passivel de ser tratada no &mbito da atencdo primaria a saide (OMS, 2016).
Varias estratégias foram instituidas para eliminar a hanseniase como problema de satde
publica, enfatizando-se a diminuicdo do numero de novos casos com grau de
incapacidade 2, e buscando promover a deteccdo precoce e a reducdo da transmissdo da
doenga (OMS, 2016).

A eliminagdo da hanseniase como problema de saude publica (ou
seja, prevaléncia registrada abaixo de 1 por 10.000 habitantes) foi alcancada, em 2000,
em escala mundial, e, até 2005, na maioria dos paises (OMS, 2016).

De acordo com relatérios oficiais recebidos de 138 paises de todas as regides da
OMS, a prevaléncia global registrada no final de 2015 foi de 176.176 casos (0,2 casos
por 10.000 pessoas). O numero de novos casos notificados no mundo, em 2015, foi de
211.973 (2,9 novos casos por 100.000 pessoas) (OMS, 2016).

As estatisticas globais mostram que 199.992 novos casos de hanseniase
correspondentes a 94% do total, foram notificados em 14 paises sendo que trés deles,
com grandes populagdes - india, Brasil e Indonésia - notificam mais de 10.000 novos
pacientes anualmente. Juntos, esses trés paises representam 81% dos pacientes recém-
diagnosticados e notificados no mundo (OMS, 2016).

A Figura ilustra a distribuicdo geografica de novos casos de hanseniase no
mundo em 2015 (OMS, 2015).
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FIGURA 1 - Distribuicao geografica de novos casos de hanseniase no mundo em
2015.
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Fonte: OMS, 2015.

Segundo dados do Ministério da Saude do Brasil, em 2015, o coeficiente de detecgédo
(por 100.000 habitantes) de novos casos no pais foi de 14,07 e a prevaléncia pontual da
doenca (por 10.000 habitantes) de 1,01. Esses dados representam, em nUmeros
absolutos, 28.761 casos novos diagnosticados em 2015 (Brasil, 2015a).

Nos ultimos cinco anos houve apenas um pequeno declinio da deteccdo de novos casos
de hanseniase no mundo, enquanto a taxa de grau de incapacidade 2 se manteve quase
inalterada (OMS, 2016).

3.4 Classifica¢des da hanseniase

A hanseniase é uma doenca espectral cujas manifestacfes clinicas decorrem de
complexa resposta imunologica do hospedeiro a infeccdo e, dependendo do tipo de
linfocitos ativados, apresenta um espectro imunologico, clinico e histoldgico
caracteristico (RIDLEY; JOPLING, 1966; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002;
NATH; SAINI; VALLURI, 2014). Com o intuito de aperfeicoar o manejo clinico dos
pacientes hansenianos, foram propostas diversas classificacbes ao longo dos anos
(RIDLEY; JOPLING, 1966; WHO, 1982; LOCKWOOD; SARNO; SMITH, 2007).

Inicialmente, a Classificagcdo de Madri foi estabelecida no Congresso Internacional

de Hanseniase, realizado em Madrid, em 1953, baseada nas caracteristicas clinicas e no
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resultado de baciloscopia, dividindo-se a hanseniase em dois polos estaveis e opostos
(virchowiano e tuberculdide) e dois grupos instaveis (indeterminado e dimorfo);
(LASTORIA; DE-ABREU, 2014a; TALHARI; TALHARI; PENA, 2015).

Em seguida, a classificacdo de Ridley e Jopling, de 1966, baseando-se em critérios
clinicos, histoldgicos, bacteriologicos e imunoldgicos, dividiu a hanseniase em cinco
formas: formas polares, clinicamente estaveis - tuberculdide (MHT) e virchowiana
(MHV) - e formas limitrofes — dimorfa tuberculéide (MHDT), dimorfa-virchowiana
(MHDV) e dimorfa-dimorfa (MHDD). Os autores ressaltaram a instabilidade dentro do
grupo dimorfo, sendo que os pacientes dimorfo tuberculdides seriam estaveis, enquanto
o0s pacientes dimorfo-dimorfo e dimorfo virchowiano poderiam caminhar no espectro de
maneira térpida ou em surtos, em dire¢do ao polo virchowiano. Essa classificacdo tem
sido adotada em pesquisas cientificas, devido sua abrangéncia de critérios, embora nédo
inclua a forma indeterminada (RIDLEY; JOPLING, 1966; LOCKWOOD; SARNO;
SMITH, 2007).

Em 1982, a OMS estabeleceu uma classificacdo simplificada, com fins operacionais
e terapéuticos, com base no indice bacilar (IB). De acordo com esta classificacdo, a
hanseniase foi dividida em paucibacilar (PB) e multibacilar (MB). Os pacientes PB sdo
0s que apresentam IB menor do que 2+ e pacientes MB séo aquelas que possuem um 1B
maior do que ou igual a 2+ (WHO, 1982; PARKASH, 2009).

Em 1988, a OMS recomendou o uso de uma classificacdo puramente clinica, a fim
de facilitar as acBes operacionais e o0 tratamento, visto que existem regifes onde 0s
exames de microscopia de esfregaco de pele ndo estdo disponiveis. Assim
estabeleceram-se como casos PB aqueles pacientes com até cinco lesdes de pele e/ou
somente um tronco nervoso envolvido, ao passo que os casos MB seriam aqueles com
mais de cinco lesGes na pele e/ou mais do que um tronco do nervo envolvido (WHO,
1988; BHAT; PRAKASH, 2012).

A classificagdo operacional deve ser feita pelos critérios clinicos (historia
clinica e epidemiologica e exame dermatoneuroldgico). Quando disponivel, a
baciloscopia e 0 seu resultado positivo classificam o caso como MB, embora um
resultado negativo ndo exclua o diagnostico clinico da hanseniase e também ndo
classifique obrigatoriamente o doente como paucibacilar (BRASIL, 2016a). Atualmente
recomenda-se que a classificacdo de Ridley-Jopling seja usada em qualquer estudo que
examine 0s processos imunoldgicos em hanseniase e em estudos que visem identificar
genes de susceptibilidade (LOCKWOOD; SARNO; SMITH, 2007).
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3.5 Formas clinicas e histopatoldgicas da hanseniase

A Classificagdo de Madri de 1953 é a uUnica que descreve a hanseniase
indeterminada (LASTORIA; DE-ABREU, 2014a; TALHARI; TALHARI; PENA,
2015).

1- Indeterminada (MHI): forma precoce, caracterizada por maculas
hipocrémicas, mal definidas, com superficie lisa ou escamosa. A partir dessa forma, a
doenca pode evoluir para cura ou para as formas determinadas da doenca. Geralmente, a
pesquisa de BAAR mostra-se negativa nesta forma (BHAT; PRAKASH, 2012;
TALHARI; TALHARI; PENA, 2015). Na histopatologia, em alguns casos, o infiltrado
inflamatorio é mais acentuado em torno dos anexos (glandulas sudoriparas e sebaceas e
foliculos pilosos) do que ao redor dos vasos. Pode-se observar na epiderme degeneracéo
vacuolar focal dos queratindcitos basais e exocitose de linfocitos (LIU et al., 1982;
BHAT; PRAKASH, 2012; MASSONE; BELACHEW; SCHETTINI, 2014;
LASTORIA; DE-ABREU, 2014b).

Considerando-se 0s aspectos clinicos, histologicos, bacteriologicos e
imunoldgicos, sdo as seguintes as formas clinicas e histopatologicas da hanseniase:
(RIDLEY; JOPLING, 1966).

2- Tuberculéide (MHT): caracterizada pela presenca de poucas lesbes, de
pequena dimensdo, distribuicdo assimétrica, contornos bem definidos e elevados
(papulas e placas). As bordas das lesdes sdo elevadas e eritematosas e 0s centros sao
atroficos, com anidrose, podendo haver comprometimento de nervos (RIDLEY;
JOPLING, 1966; TALHARI; TALHARI; PENA, 2015). As lesbes sdo frequentemente
anestésicas, escamosas, secas e sem pelos. A anestesia é devida a destruicao das fibras
nervosas dérmicas (WALKER; LOCKWOOD, 2006). A lesdo do nervo é normalmente
observada em torno de lesdes da pele e esta associada com disfuncdo sensorial e/ou
motora quando sdo afetadas as maos e pés. A Dbaciloscopia € negativa
(REIBEL; CAMBAU; AUBRY, 2015). Na histopatologia € possivel observar infiltrado
inflamatdrio granulomatoso, frequentemente multifocal, perianexial (com envolvimento
do musculo eretor do pelo e glandulas sudoriparas) e com distribui¢do perineural, tanto
nas porgdes superficiais quanto profundas da derme. Os granulomas ndo s&o caseosos,
formados por células epiteliais maduras, "encapsulados” por muitos linfocitos. Células
gigantes multinucleadas podem estar presentes, enquanto que plasmdcitos estdo

ausentes. Nao se observa fibrina no centro do granuloma. A epiderme é muitas vezes
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atrofica e "corroida™ pelos granulomas presentes na derme superficial. Dentro dos
granulomas, pequenos nervos podem ser destruidos e o nervo periférico espessado é
regularmente palpdvel na vizinhanca de uma lesdo (RIDLEY; JOPLING, 1966;
MASSONE; BELACHEW; SCHETTINI, 2014; LASTORIA; DE-ABREU, 2014b; DE-
SOUZA et al., 2016).

3- Dimorfo (MHD): o grupo dimorfo apresenta diferentes manifestacoes
clinicas por causa de varios graus da resposta imune celular ao M. leprae. A
instabilidade é uma caracteristica predominante (RIDLEY; JOPLING, 1966;
TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015).

A forma dimorfa é subdividida em:

a)- dimorfa-tuberculéide (MHDT):- As lesdes cutaneas assemelham-se as da
forma MHT em termos de aparéncia e perda de sensibilidade. As lesGes sdo maiores em
maior numero e, as vezes, podem apresentar placas com limites pouco nitidos em toda a
lesdo ou em parte dela. O espessamento de nervo tende a ser irregular, menos intenso, e
aparece em maior nimero. A baciloscopia varia de negativa para positiva com IB de até
(+2) (RIDLEY; JOPLING, 1966; MASSONE; BELACHEW; SCHETTINI, 2014;
TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015). Na histopatologia, observa-se um infiltrado
semelhante ao da forma MHT. As principais diferencas residem nas células epitelioides,
menos maturadas e, em particular, pela presenca de linfocitos dentro e ndo apenas em
volta dos granulomas. Além disso, os granulomas sdo menos organizados e a formacéo
do tubérculo € menos proeminente. Células gigantes indiferenciadas sao tipicas desta
forma (MASSONE; BELACHEW; SCHETTINI, 2014);

b)- dimorfa-dimorfa (MHDD): as lesdes sdo intermediarias em ndmero e
tamanho entre a tuberculdide e a virchowiana, avermelhadas ou acobreadas, com
distribuicdo assimétrica. A presenca de placas eritematosas com perda das fronteiras
externas e internas e hipopigmentacdo centro oval sdo sugestivas desta forma.
Geralmente séo encontradas maculas, placas, papulas e ndédulos, em associagdo com as
lesBes tipicas. A hanseniase MHDD ¢ rara, sendo considerada a parte mais instavel do
espectro, movendo-se rapidamente para uma das formas polares (MHT ou MHV). O
envolvimento dos nervos € variavel, podendo ser grave durante a reagdo hansénica do
tipo 1. A baciloscopia geralmente € fortemente positiva com IB entre (2+ e 4+)
(RIDLEY; JOPLING, 1966; MASSONE; BELACHEW; SCHETTINI, 2014;
TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015; DE-SOUZA et al. 2016). Ao exame
histopatoldgico, o subgrupo MHDD € caracterizado pela formagdo de granulomas
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epitelioides com células imaturas, sem estarem bem definidos. Células gigantes estdo
ausentes e os linfocitos estdo distribuidos difusamente. Os macrofagos representam
proporcdo bastante significativa de células (RIDLEY; JOPLING, 1966; MASSONE;
BELACHEW,; SCHETTINI, 2014; DE-SOUZA et al. 2016).

c)- dimorfa-virchowiana (MHDV): as lesdes cutaneas assemelham-se as da
forma virchowiana, tendendo a ocorrer em grande numero, mas ndo de forma téo
simétrica e com perda de sensacio em algumas areas (LASTORIA; DE-ABREU,
2014a). Maculas podem se apresentar como eritematosas e infiltradas. Podem surgir
lesbes como placas, papulas e nddulos, simulando hanseniase virchowiana. Pode-se
observar alargamento de nervo periférico e a baciloscopia é fortemente positiva
(RIDLEY; JOPLING, 1966; TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015). A histopatologia,
o infiltrado caracteriza-se pela presenca de macrofagos misturados com linfécitos,
podendo ser encontrado um grupo solitario de células epitelidides entre os macrofagos.
O infiltrado pode ser difuso, nodular desigual, perivascular ou perianexial, mas sempre
separado da epiderme por uma zona tipicamente estreita de coldgeno (banda de Unna).
Os macrofagos apresentam forma mais ou menos proeminente, com citoplasma
espumoso, especialmente quando da regressdo de lesbes (RIDLEY; JOPLING, 1966;
MASSONE; BELACHEW,; SCHETTINI, 2014).

4- Virchowiana (MHV): o polo virchowiano do espectro é caracterizado pela
presenca de papulas e noédulos confluentes, infiltracdo difusa da pele que podem
originar a face leonina e madarose. As lesbes sdo geralmente simétricas e bilaterais, mal
definidas, hipocrémicas e eritematosas. A pele torna-se brilhante e xer6tica, sendo que,
inicialmente, apresenta-se infiltrada e cerosa (RIDLEY; JOPLING, 1966;
EICHELMANN et al., 2013). Ocorre também infiltracdo de méos e pés, dando a pele
uma aparéncia brilhante e suculenta. Lentamente, aparecem na pele infiltrada papulas e
nodulos solitarios ou numerosos (RIDLEY; JOPLING, 1966; TALHARI; TALHARI;
PENNA, 2015). Os danos nos nervos periféricos geralmente séo bilaterais, difusos e
simétricos, associando-se, em diferentes graus, com hipertrofia do nervo periférico
(REIBEL; CAMBAU; AUBRY, 2015). Em bidpsias, € possivel observar macréfagos
espumosos na derme, contendo grande nimero de bacilos e microcoldnias, conhecidos
como globias (SCOLLARD et al., 2006; BHAT; PRAKASH, 2012). Os linfocitos séo
escassos e dispersos e a epiderme é plana e esté separada do infiltrado inflamatorio por
banda de fibras de colageno, conhecida como banda de Unna, correspondendo a derme

papilar retificada. O infiltrado pode se estender até a derme profunda e gordura
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subcutanea. Os macrofagos presentes com citoplasma cinzento assemelham-se as
células espumosas (células de Virchow). Lesdes precoces apresentam-se com ceélulas
em quantidade variavel de aspecto espumoso e com grandes vacuolos em lesbes mais
velhas ou regredindo em células gigantes multinucleadas (RIDLEY; JOPLING, 1966;
MASSONE; BELACHEW; SCHETTINI, 2014; LASTORIA; DE-ABREU, 2014b).

3.6 Reacbes Hansénicas

Os estados reacionais sdo eventos imuno-inflamatorios que se expressam por
manifestacBes cutaneas ou neuroldgicas, podendo ser localizados ou sistémicos
(RIDLEY; JOPLING, 1966; NERY et al., 2006). As reacOes hansénicas sao
classificadas em dois tipos: reacdo hansénica tipo | ou reversa (RR), quando esta
envolvida a imunidade celular, e a reacdo hansénica tipo Il ou eritema nodoso hansénico
(ENH) (RIDLEY; JOPLING, 1966; NERY et al., 2006).

A reacdo tipo | ou reacdo reversa (RR) ocorre principalmente nos pacientes em
que ocorrem as formas clinicas da hanseniase dimorfa-tuberculdide (MHDT), dimorfa-
dimorfa (MHDD) e dimorfa-virchowiana (MHDV), devido a instabilidade imunolégica
(NERY et al., 2006). A reacdo tipo | tende a surgir precocemente no tratamento, entre o
2° e 0 6° meses, caracteristicamente na hanseniase dimorfa. E considerada reacdo
mediada pela imunidade celular e representa melhora (up-grading) ou piora (down-
grading). Clinicamente s&o indistinguiveis e se caracterizam por exacerbacdo das lesdes
pré-existentes, que se tornam edemaciadas, eritematosas, brilhantes, podendo chegar a
ulceracdo. Os sintomas sistémicos variam. Surgem lesdes novas a distancia e as neurites
mostram-se frequentes, podendo ser a Unica manifestacdo clinica. As neurites podem ser
silenciosas, ou seja, 0 dano funcional do nervo se instala sem quadro clinico de dor e
espessamento do nervo. Os nervos mais comprometidos sdo os ulnares e medianos nos
membros superiores, fibular comum e tibial posterior nos membros inferiores e facial e
grande auricular no segmento cefalico (NERY et al., 1999).

Clinicamente, as reacOes tipo | sdo caracterizadas por um aumento da
inflamacdo em lesdes da pele, nervos ou ambos. Ha uma exacerbagdo consideravel de
manifestacdes neuroldgicas, como exemplo a polineurite com inflamacéo acentuada dos
nervos (WALKER; LOCKWOOD, 2008).

A reacdo hansénica tipo 1l ou ENH tem a participacdo mais efetiva da imunidade
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humoral demonstrando efeitos de acentuada formacdo de imunocomplexos (TELES et
al., 2013). Essa reacao é observada nas formas virchowiana e dimorfas, em geral, ap6s
seis meses de tratamento. Trata-se de sindrome desencadeada por imunocomplexos, mas
a imunidade celular possui importancia em etapas iniciais do processo. H4 aumento de
citocinas sericas, como o fator de necrose tumoral alfa e o interferon gama sem,
contudo, haver mudanca definitiva da condi¢do imunoldgica do paciente (FOSS 1999;
NERY et al., 1999; NERY et al., 2006).

3.7 Diagndstico

O diagndstico é baseado na historia epidemioldgica, sinais e sintomas clinicos.
Os dados clinicos, complementados por técnicas semiologicas, como avaliacdo da
sensibilidade da pele e testes de baciloscopia, geralmente conclui o diagndstico.
Atualmente, em virtude das dificuldades de realizacdo de exames laboratoriais nas
Unidades Baésicas de Salde, o diagnostico em campo, para fins de tratamento, é
realizado baseando-se unicamente no critério de contagem do numero de lesdes. O
paciente que apresenta até cinco lesdes € considerado com a forma paucibacilar da
doenga, enquanto que pacientes com mais de cinco lesdes, sdo considerados com a
forma multibacilar (BARRETO et al., 2007). Alguns testes laboratoriais sdo utilizados
para confirmacdo diagnostica de hanseniase, tais como a baciloscopia e exame
histopatolégico e os testes de Mitsuda e 0 ML Flow que auxiliam na classificacao.

A baciloscopia € o método universalmente aceito de avaliar a carga de BAAR
em um paciente de hanseniase definido por Ridley e Jopling (RIDLEY; JOPLING,
1966). Em pacientes com lesdes cuténeas visiveis ou &areas com alteracdo de
sensibilidade, a coleta devera ser feita em I6bulo auricular direito (LD), I16bulo auricular
esquerdo (LE), cotovelo direito (CD) e lesdo (L). Nas lesBes planas, a coleta devera
feita no limite interno. Nos nodulos, tubérculos e placas eritematosas marginadas por
microtubérculos, a coleta devera ser no centro (BRASIL, 2010).

O exame histopatoldgico, geralmente, é realizado em fragmentos de lesdes de
pele ou nervos. E utilizado para diagnostico, classificacio das formas clinicas e das
reacdes hansénicas (LASTORIA, J.C.; DE-ABREU M.A. 2014b).

O ML Flow é um teste sorolégico, imunocromatografico simples, rapido que
auxilia na classificacio da forma clinica da hanseniase (BUHRER-SEKULA et al.,
2003; REIBEL; CAMBAU; AUBRY, 2015). O teste detecta anticorpos da classe IgM
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contra o antigeno PGL-1 do M. leprae. E utilizado para classificacdo da hanseniase
em PB ou MB (OSKAM; SLIM; BUHRER-SEKULA, 2003). Geralmente a
sensibilidade do teste, considerada como a capacidade de classificar corretamente os
pacientes MB, foi igual a 97,4% e a especificidade, baseada nos resultados dos grupos
controle foi de 90,2% (BUHRER-SEKULA et al., 2003).

O teste de Mitsuda € um método de avaliacdo da resposta imune celular do
hospedeiro (OPROMOLLA, 2000), pela inoculacdo de solucdo contendo antigeno do
bacilo na face anterior do antebrago. A finalidade do teste € auxiliar na classificacdo de
pacientes portadores de hanseniase dos grupos indeterminados e dimorfos. O seu valor é
prognostico e ndo diagndstico. Pacientes com teste positivo tendem a desenvolver as
formas PB e os negativos MB (SCOLLARD et al., 2006; LASTORIA, J.C.; DE-
ABREU M.A. 2014a).

O teste de intradermoreacdo de Mitsuda baseia-se na resposta imunolégica do
individuo através de reacdo de hipersensibilidade tardia do tipo celular, de alta
especificidade, frente ao bacilo M. leprae, inoculado por via intradérmica. A leitura
deve ser realizada entre 21° e 28° dia apés a inoculacdo. A formacéo de papula igual ou
superior a cinco milimetros confirma a positividade do teste. A positividade do teste de
Mitsuda aumenta com a idade do individuo, razdo pela qual ndo se valoriza o resultado
do teste em menores de 07 anos. Na idade adulta 90 a 95% da populacdo reage

apresentado diferentes graus de positividade ao teste (BRASIL, 2010).

3.8 Regulacédo imune dérmica

A pele é um 6rgao complexo que, além de proporcionar uma forte barreira
contra agressdes externas, serve como ambiente para extensa variedade de processos
inflamatorios, incluindo imunidade contra infecces (SALMON; ARMSTRONG,;
ANSEL, 1994; RICHMOND; HARRIS, 2014). A pele humana tem dois
compartimentos principais: epiderme e derme. A epiderme apresenta histologia simples,
composta principalmente de queratindcitos, que mantém juncGes e formam o estrato
corneo, crucial para a fungdo de barreira da epiderme. Esta também pode contribuir para
a inflamacéo, visto que pode expressar MHC Il (Major Histocompatibility Complex -
Complexo Principal de Histocompatibilidade de Classe 1) e secretar citocinas
(NESTLE et al., 2009; RICHMOND; HARRIS, 2014).
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A derme subjacente pode ser dividida em camada papilar (mais superficial) e
camada reticular (mais profunda). E composta principalmente por proteinas da matriz
extracelular que proporcionam a estrutura e elasticidade da pele e possui maior
diversidade celular. A derme contém muitas células imunoldgicas especializadas,
incluindo células dendriticas (CDs), células T auxiliares [T helper (Th) CD4'], e células
“matadoras naturais” _ natural Kkiller (NK). Além disso, macrofagos, mastocitos,
fibroblastos e células nervosas estdo também presentes. A derme é drenada por
condutores vasculares e linfaticos, pelos quais as células migram e trafegam (NESTLE
et al., 2009; RICHMOND; HARRIS, 2014).

No processo de resposta imune, as células residentes na pele sdo ativadas e
secretam citocinas pro-inflamatérias que promovem o recrutamento de células efetoras,
incluindo neutrofilos, mondcitos e células NK (FIGURA 2). Estas céelulas podem
comecar 0 “ataque” ao agente patogénico; no entanto, uma resposta imune eficaz
geralmente requer o envolvimento subsequente do sistema adaptativo, com a interagéo e
reconhecimento das células infectadas (RICHMOND; HARRIS, 2014). As células
eucaridticas tém a capacidade de reconhecer o agente patogénico especifico através de
PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern _ Padrdes MolecularesAssociados a
Patogenos, que incluem lipopolissacarideo (LPS), peptidoglicanos, flagelina e acidos
nucléicos e que conduzem a ativacao de vias de sinalizacdo da célula hospedeira e as
respostas imunes inatas e adaptativas subsequentes. O reconhecimento dos PAMPS
inclui os receptores Toll-like (TLRs) e receptores NOD-like (NLRs), que sdo expressos
por CDs (NESTLE et al., 2009; RICHMOND; HARRIS, 2014).


https://www.google.com.br/search?biw=1280&bih=582&q=lipopolissacar%C3%ADdeo&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi58uuujNLKAhXHIZAKHbyCAtUQBQgZKAA
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FIGURA 2- Populac®es celulares da pele.
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Legenda: Células de Langerhans, CDs, macro6fagos dérmicos, outras células inatas (mastdcitos, células
NK, células NKT, e células T de memoria compreendem o sistema imune residente da pele - sob o estado
estacionario). Células de Langerhans, células dendriticas dérmicas e macréfagos iniciam uma resposta
inata rapida, que inclui o recrutamento de células efetoras. Populagdes de células do estroma, tais como
queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais, também participam da resposta imune ao detectarem
danos nos tecidos e a producéo de citocinas inflamatérias. Por ativacdo do sistema imune, residente da
pele, células imunolégicas adicionais s&o recrutadas para ajudar a conter e combater a infeccdo e/ou para
remover 0s restos celulares. Estes incluem células inatas adicionais, como neutrofilos e eosinéfilos, bem
como populagdes adaptativas, como as células T de meméria e as células B.

Fonte: Adaptado de RICHMOND; HARRIS, 2014 (modificado para fins didaticos).

As CDs de pele podem ser classificadas de acordo com sua localizacdo em
compartimentos distintos da pele: as células de Langerhans sdo subconjuntos de CDs na
epiderme, onde constitutivamente residem nas camadas suprabasais e sdo regularmente
espacadas entre queratindcitos, enquanto CDs dérmicas residem na derme,
seguidamente abaixo da juncdo dermo-epidérmica, e sdo dispersas ao longo de todo o
compartimento dérmico. Podem ter propriedades funcionais especificas, tais como a
secrecdo de mediadores pro-inflamatdrios (CDs inflamatdrias), a producéo IFNs do tipo
| [células dendriticas plasmocitoides (PDCs)] (NESTLE et al., 2009).

3.9 Regulagdo imune na hanseniase

A resposta imune pode ser dividida esquematicamente em inata e adquirida.
Uma resposta imune inata efetiva em combinagdo com a baixa viruléncia do M.

leprae estd associada a resisténcia para o desenvolvimento da hanseniase. A resposta
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imune inata tem a caracteristica de ser mecanismo de defesa ndo especifico, com acéo
geral sobre os microrganismos, independente de sua natureza. A primeira linha de
interacdo entre o M. lepraee o homem é mediada por receptores das células do
hospedeiro que reconhecem padrdes moleculares das micobactérias, os chamados
receptores de reconhecimento de padrbes (PRR). Exemplo desse tipo de receptores, 0s
receptores TLRs séo essenciais para o reconhecimento de patdgenos pelos macréfagos
e pelas células dendriticas durante a resposta da imunidade inata (SCOLLARD et al.,
2006).

O primeiro obstaculo a infeccdo pelo M. leprae é a imunidade inata,
representada pela integridade do epitélio e secre¢do da imunoglobulina de superficie A
(IgA). As principais células efetoras da imunidade inata sdo: macrdfagos, neutrofilos,
células NK e células dendriticas. Essas células ndo sé servem como uma primeira linha
de defesa, mas através da liberacdo de citocinas, também modulam a natureza da
resposta imune adaptativa subsequente ao influenciar o padréo de citocinas de células T.
A resposta imune inata efetiva € moldada pelas CDs, em combinagdo com a baixa
viruléncia do M. leprae, que pode ser a base para a resisténcia ao desenvolvimento de
manifestacdes clinicas da hanseniase (LASTORIA; DE-ABREU, 2014a).

As CDs provavelmente desempenham papel chave na modulagdo da resposta
imune no inicio da infeccdo pelo M. leprae. Constituem as primeiras células que
encontram os bacilos e, apds processarem 0s antigenos, podem apresenta-los para
células TCD8" por meio de moléculas do MHC de classe 1, ou para células TCD4", por
meio de MHC de classe Il. Também produzem citocinas e quimiocinas que regulam a
inflamacdo e conduzem a proliferagdo células T auxiliares 1 (Thl) ou de células T
helper 2 (Th2), que irdo promover a resposta imune celular ou humoral ao M. leprae,
respectivamente. Isto ird determinar, em grande parte, a evolu¢do da doenca para a
forma tuberculdide ou virchowiana (FIGURA 3) (SCOLLARD et al., 2006; GULIA,;
FRIED; MASSONE, 2010; LASTORIA; DE-ABREU, 2014a).
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FIGURA 3- Regulacdo imune dérmica na hanseniase.
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Legenda: Células dendriticas podem estimular células T naive para se diferenciarem em subpopulacGes
efetoras distintas. Células CD4" podem se diferenciar em células Thl ou Th2 dependendo do tipo de
citocina que as estimulou, acarretando diferentes respostas imunoldgicas frente ao bacilo.

Fonte: Adaptado de DE SOUZA et al., 2016.

Além das CDs, os macrofagos residentes na derme exercem importante papel na
patogénese da hanseniase, ja que participam do processamento e apresentacdo de
antigenos a linfocitos TCD4" e TCD8" e também contribuem para a formagdo do
granuloma, estrutura importante para a contencdo da disseminacdo do bacilo
(SCOLLARD et al., 2006; RAMAKRISHNAN, 2012) (FIGURA 3).

Estudos in situ por técnicas de imuno-histoquimica sugerem diferencas entre a
taxa de células CD4:CD8 (T-auxiliar:T-supressor) nos polos da hanseniase
(GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; MODLIN et al., 1988). Pacientes MHT
exibiram predominancia de células CD4", com a relagdo CD4'/CD8" de 1.9:1; em
contraste, as lesdes de MHV que exibiram a relagio CD4/CD8" de 0.6:1 (MODLIN et
al., 1988; MENDONCA et al., 2008). As taxas CD4:CD8 nas lesdes sdo distintas das
encontradas no sangue dos pacientes, indicando uma possivel migracdo seletiva para o
interior das lesdes, proliferacdo ou mesmo retencdo nas lesdes (GOULART; PENNA,;
CUNHA, 2002; MODLIN et al., 1988). A resposta imune adaptativa € caracterizada
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pela interacdo altamente especifica dos linfocitos, CDs, macrofagos, e fatores soluveis,
tais como os anticorpos liberados pelas células B, que capturam microrganismos livres,
e citocinas secretadas pelas células T, que atravessam as membranas celulares e
danificam patdgenos (MENDONGCA et al., 2008; LASTORIA; DE-ABREU, 2014a).

A resposta adaptativa pode ser categorizada em celular ou do tipo 1, e humoral
ou do tipo 2. A habilidade dos linfocitos CD4", em induzir as respostas celular ou
humoral estd relacionada com os tipos de citocinas secretadas e proporcionard o
desenvolvimento das ja conhecidas respostas Thl ou Th2 (MENDONCA et al., 2008).

Na resposta de células Thl, ha secrecdo de interleucina 2 (IL-2), IL-12 e
interferon y (IFN-y) resultando na ativacdo de macrofagos; células Th2, que secretam
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, estimulam a producgéo de anticorpos e inibem a ativacdo de
macrofagos; ou células Thl7 que produzem IL-17 e IL-22 e estdo envolvidos na
inflamacéo e autoimunidade (DE-SOUZA et al. 2016).

Neste contexto, o predominio de resposta imune celular ou humoral, frente a
infeccdo pelo bacilo, pode influenciar a evolugdo da doenga e estar associado, pelo
menos em parte, com as caracteristicas clinicas observadas nos pacientes com as formas
MHT e MHYV, respectivamente (MENDONCA et al., 2008). Isso se deve a que
pacientes MHV mostram uma dicotomia em respostas de células B e T, tém anticorpos
abundantes e baixa resposta imune mediada por células T, enquanto os doentes MHT
mostram anticorpos indetectaveis e boas respostas de células T (NATH; SAINI;
VALLURI, 2014).

Recentemente, foi identificada uma populacdo de células com fenétipo regulador
no infiltrado inflamatério de pacientes com hanseniase, células T reguladoras (Tgrec),
capazes de desempenhar papel imunossupressor na atividade de outros linfocitos e de
controlar os efeitos exagerados ou extravio do sistema imunoldgico. Esta modulagédo
envolve diferentes mecanismos, como a supressdo da proliferacdo de células T,
producdo e secrecdo de citocinas supressoras - IL-10 e TGF-B - (BLUESTONE;
ABBAS, 2003). Assim, com a identificacdo desses novos mecanismos imunoldgicos
frente & infeccdo pelo M. leprae, ampliam-se as perspectivas de estudo quanto &
patogenia da doenca.

Em sintese, sugere-se que os pacientes MHT tenham um padrdo de resposta
imune protetora mediada pelas células T parcialmente eficiente, com producdo de
citocinas que contribuem na maturacdo e ativacdo dos macrofagos, culminando no

controle da multiplicacdo dos bacilos e a sua subsequente eliminagdo (HALL, 2011).
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Neste contexto a interleucina-12 (IL-12) e IFN- y sdo importantes citocinas envolvidas
na ativacdo de macrofagos. IL-12 € um regulador fundamental das respostas Thl e
essencial para a promogdo da imunidade mediada por células (IMC) contra agentes
patogénicos microbianos intracelulares (KIM et al., 2001). Estimula células NK a
liberarem IFN- y que ativa macrofagos, que liberam mais IL-12, mantendo a IMC. Na
hanseniase, a IL-12 é produzida em les6es tuberculdide; ja em pacientes virchowianos, a
falta de capacidade de resposta a IL-12 parece se dever a uma falta de resposta
antigeno-especifica ao M. leprae e a inadequada diferenciacao de células T helper (KIM
etal., 2001; LASTORIA; DE-ABREU, 2014a).

O IFN- y é produzido e secretado pelos linfocitos CD4" e células NK, ativando
macréfagos e levando a producdo de substancias microbicidas como espécies reativas
de oxigénio, Oxido nitrico e enzimas lisossomais, culminando na eliminacdo de
patdgenos intracelulares. Além disso, o IFN-y atua na formagao do granuloma, eficiente
mecanismo para isolamento e contencdo da infecgcdo na hanseniase (SCOLLARD et al.,
2006). Nas formas MHT/MHDT a forte reatividade de células T contra o M. leprae
associam-se com a producdo de IFN-y, enquanto os pacientes MHDV/MHYV, chamados
de anérgicos, com a forma disseminada da doenca, demonstram resposta das células T
desviada para producdo de citocinas anti-inflamatérias (SADHU et al., 2016).

Os pacientes do polo virchowiano, parecem possuir um perfil de citocinas que
induz a reducdo da resposta inflamatdria, com inibicdo de macrofagos e perfil
caracteristico da resposta humoral, que adicionados a outros fatores, seriam
insuficientes para conter o M. leprae (HALL, 2011). A interleucina-10 (IL-10) esta
associada a inibicdo de macrofagos ativados, devido inibir a producédo de IL-12. IL-10 é
secretada principalmente por linfocitos, macréfagos e mondcitos e exibe uma
importante atividade de imunomodulacdo, que regula a secrecdo de anticorpo ou,
principalmente, a inflamacdo, que, se sustentada, pode provocar lesdo tissular durante
doengas cronicas (ALVARADO-ARNEZ et al., 2015). A IL 10 estd envolvida na
producdo de IL-4, responsavel pela expansao de células T, proliferacdo e diferenciagdo
de células B. (AGGARWAL et al., 2011).

No entanto, muitos pacientes podem exibir um perfil de resposta mista,
produzindo citocinas do perfil Thl e Th2. Isso mostra que o predominio de uma
resposta ndo implica na anulacéo da outra, e pode sugerir ainda que, a resposta imune ao
M. leprae possa nédo satisfazer completamente o modelo Th1/Th2. Sendo assim, vale

destacar que novos subgrupos de células T auxiliares ja foram descritos, como as células
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T reguladoras (Treg) € as células T produtoras de IL-17 (Th17), indicando que a
resposta celular ndo é tdo dicotdmica como se pensava (HALL, 2011).

As células Treg sdo linfocitos T CD4'CD25'Foxp3*. Caracteristicamente
expressam CD25 e o fator de transcricdo Foxp3, que € o marcador mais especifico
disponivel das Trecs (BLUESTONE; ABBAS, 2003; PARENTE et al., 2015). As
células Treg Sa0 essenciais para a homeostase e tolerancia imunoldgica (BLUESTONE;
ABBAS, 2003; NG et al., 2013). Na presenca das citocinas I1L-10 e TGF-p, as células
Trec que se acumulam no local da infecgéo séo ativadas e podem inibir a proliferacdo e
producdo de citocinas Thl por células T efetoras, favorecendo a sobrevivéncia do
parasita, bem como a susceptibilidade do hospedeiro a doenca (BLUESTONE; ABBAS,
2003). Essas células sdo criticas para a manutencdo da tolerdncia e desempenham
diferentes mecanismos, como supressdo da proliferacdo e producdo de citocinas pelas
células T efetoras (SADHU et al., 2016).

As células Thl7 produzem IL-17A (também referida como IL-17), citocina
envolvida na neutrofilia, remodelacéo e reparagdo de tecidos, e a producdo de proteinas
antimicrobianas (SADHU et al., 2016). A IL-17 é produzida por células CD4", CD8",
NK, macrofagos e neutréfilos. E compGe importantes células do processo inflamatorio
que acionam a inflamacdo tecidual e sdo responsaveis pela infiltracdo de outras células
inflamatorias, como os neutréfilos. No entanto, a producdo excessiva de IL-17 pode
manter um extenso recrutamento de neutréfilos, levando a dano tecidual. 1sso sugere
que a adequada regulacdo da resposta Th17 durante a infeccdo seja essencial para
eliminar o patégeno e evitar consequéncias imunopatoldgicas (TORRADO et al., 2010).

O papel das células Tregs, bem como das células Th17 na hanseniase ainda nao
foi completamente estabelecido. Assim, a participacdo da resposta imune na hanseniase
ainda é uma guestdo importante a ser investigada (QUARESMA et al., 2014).

A participacdo de componentes imunoldgicos na patogénese da hanseniase
constitui, ainda, ponto de grande importancia a ser investigado. A producéo de citocinas
e quimiocinas, a partir da pele, amplifica a propria resposta imune inata e a resposta
imune adaptativa. Isso resulta em uma rede reguladora complexa e afinada de
biomarcadores, destacadamente IFN-y, Foxp3 e interleucinas 10, 12 e 17, que auxiliam
no curso clinico da infecgdo (DE-SOUZA et al., 2016).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Caracterizar o padrdo imuno-histopatoldgico da regulacdo imune dérmica nas
lesbes cutaneas e em pele contralateral aparentemente indene em casos novos de

hanseniase.

4.2 Objetivos Especificos

e Descrever as caracteristicas demograficas e laboratoriais em casos novos de

hanseniase;

e Caracterizar as alteragdes histopatologicas das lesbes cutdneas e da pele

contralateral em casos novos de hanseniase;

e Caracterizar o padrdo de expressdo imuno-histoquimico de Foxp3 e das
citocinas IFN-y, IL-10, IL-12, IL-17 nas lesdes cutaneas e na pele contralateral em casos

novos de hanseniase;

e Comparar os resultados histopatologicos e imunopatoldgicos das lesdes

cutaneas com os da pele contralateral.
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5 MATERIAL E METODOS
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento e estratégias do estudo

Trata-se de estudo observacional transversal e comparativo dos aspectos imuno-
histopatologicos de lesGes cutaneas e de amostras de pele contralateral, esta com
aspecto normal ou sem evidéncia clinica de alteracGes, de 26 casos novos de hanseniase,
em pacientes maiores de 18 anos, no periodo de maio de 2014 a outubro de 2015, todos
atendidos no Hospital Eduardo de Menezes (HEM) da Fundacdo Hospitalar de Minas
Gerais (FHEMIG).

O célculo amostral, elaborado com nivel de confianca de 95%, erro maximo de
2,5% e prevaléncia da hanseniase em Minas Gerais de 0,44 casos/10.000 habitantes,
definiu tamanho amostral minimo de 25 casos.

Apos a selecdo dos pacientes, foram coletados dados demograficos, clinicos e
laboratoriais dos prontudrios e realizados o teste sorolégico ML Flow, bidpsia de pele
em dois sitios (lesdo cutdnea e pele contralateral sem lesdo clinicamente evidente) e
exames histopatolégico, com a coloracdo por hematoxilina e eosina (HE), e imuno-

histoquimico, de acordo com o esquema abaixo.

FIGURA 4- Delineamento e estratégias do estudo
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Legenda: Fluxograma do estudo realizado no Hospital Eduardo de Menezes e na Faculdade de Medicina
de Minas Gerais com dados referentes ao periodo entre 2014 e 2015.
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5.2 Critérios de selecdo dos pacientes

Para compor o grupo deste estudo foram selecionados 26 pacientes, de acordo
com diagnostico clinico de hanseniase, realizado entre o primeiro semestre de 2014 e
segundo semestre de 2015, por dermatologistas especializados do Servigo de

Dermatologia Sanitaria do Hospital Eduardo de Menezes.

5.2.1 Critérios de inclusdo

Foram incluidos pacientes que preencheram os seguintes critérios:

(a) 1dade superior a 18 e inferior a 75 anos;

(b) Caso novo de hanseniase diagnosticado no Hospital Eduardo de Menezes,
entre 2014 e 2015, sem tratamento poliquimioterapico.

(c) Consentimento, voluntario e por escrito, para participacdo dos estudos

realizados apés esclarecimento de suas finalidades.

5.2.2 Critérios de exclusdo

(a) pacientes que ja tenham iniciado o tratamento para hanseniase;
(b) pacientes imunocomprometidos ou com diagnostico de infeccdo por

HIV/AIDS, tuberculose ou doencas auto-imune.

5.3 Coleta e preservacdo das amostras de bidpsia de pele

Foram coletadas duas bidpsias de pele em cada paciente, sendo uma em area de
lesdo e outra em &rea contralateral, sem lesdo aparente (FIGURA 5). O procedimento
foi realizado por médico dermatologista, com antissepsia e anestesia locais, apos
infiltracdo de lidocaina na concentracdo de 2%. Para a retirada dos fragmentos de pele,
empregou-se punch de 5 mm de diametro; posteriormente, realizou-se sutura com um
ponto simples. As amostras, devidamente identificadas com o nimero de prontuario,
foram enviadas ao Centro Especializado em Anatomia Patolégica (CEAP) para
confec¢do de blocos de parafina, posteriormente encaminhados ao Laboratorio de
Patologia Molecular da Faculdade de Medicina da UFMG, onde foram cortados em

seccOes de 5 um para 0s exames histopatoldgicos e imuno-histoquimico.
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Para o grupo “Controle” constituido por biopsias de pele negativas para
hanseniase foram selecionadas 5 biopsias durante a rotina do Laboratério de Medicina

Molecular.

FIGURA 5- Procedimento para realizacéo de biopsia.

Legenda: A) Representa a regido delimitada para a realizacdo da bidpsia. B) Representa a aplicagdo da
anestesia local. C) Representa o punch. D) Representa a incisdo com punch para retirada do fragmento da
leséo.

5.4 Hematoxilina e eosina (HE)

O estudo histopatoldgico das laminas coradas em HE permitiu a classificagéo
histologica dos casos de hanseniase. O estudo morfoldgico permitiu avaliar o estado da
pele contralateral.

Resumidamente, as laminas contendo cortes seriados de 5 pum das amostras
parafinadas foram incubadas overnight, a 60°C, em estufa. Posteriormente, realizou-se a
desparafinizacdo em trés banhos de xilol, cinco minutos cada. Em seguida, foi realizada
a hidratacdo em solucbes alcodlicas de concentracGes decrescentes de alcool (100%,
90% e 80%), cinco minutos cada e lavagem em agua corrente durante cinco minutos.
Logo apés, as laminas foram coradas pela hematoxilina por trés minutos, lavadas em

agua corrente por cinco minutos. Depois, foram coradas pela eosina durante 40


https://www.google.com.br/search?biw=1280&bih=619&q=he+hematoxilina+e+eosina&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi4jMjT-9nKAhUH9x4KHQSrAzMQvwUIGSgA
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segundos e lavadas em agua corrente. Em seguida, foram para a bateria de alcool I, Il e
I11 para retirar o excesso de corante. Por fim, foram imersas em Xilol I, para montagem.
As laminas foram montadas com etellan e laminula para exame por microscopia éptica

convencional.

5.5 Imuno-histoquimica (IHQ)

Laminas histologicas contendo cortes seriados de 5 um das amostras parafinadas
foram incubadas overnight, a 56°C, em estufa. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a etapas de desparafinagdo e reidratacdo, com trés lavagens em xilol, por
cinco minutos cada, e trés lavagens em alcool etilico (PA), por cinco minutos. Apés a
reidratacdo, foi realizada a recuperacdo antigénica induzida pelo calor, em solucéo de
citrato de sodio a 0,01 M (pH 6,0) a 90°C por 20 minutos no vapor e resfriadas a
temperatura ambiente por 20 minutos. A peroxidase enddgena dos tecidos e as
proteinas inespecificas foram blogueadas nas diferentes etapas. A marcagdo para imuno-
histoquimica foi feita separadamente com o0s seguintes anticorpos primarios: anti-1L-12
(monoclonal de coelho ab131039, 1.847 mg/mL), anti-IL-10 (monoclonal de mouse
ab134742, 1 mg/mL), anti-1L-17 (monoclonal de mouse ab178568, 0.500 mg/mL), anti-
Foxp3 (monoclonal de mouse ab22510, 1.000 mg/mL), anti-IFN- y (policlonal de coelho
ab9657, 200 ul), ambos da ABCAM. Varios testes, com amostras de pele doadas pelo
Laboratorio de Patologia Molecular, foram realizados para padronizacao dos anticorpos
primarios. Foram definidas as diluicBes de 1:75 para o anticorpo primario anti-Foxp3,
1:100 para os anticorpos primérios anti-IL-10 e anti-IL-17, 1:300 para o anticorpo
primario anti-IFN-y e 1:500 para o anticorpo primario anti-IL-12. Para detec¢do dos
anticorpos primarios, foi utilizado o kit NovoLink Max Polymer Detection Novocastra
™ (Leica Microsystems). Os cortes foram incubados com o sistema universal de
deteccdo por polimeros do kit NovoLink por 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram adicionados 200 pL da solucdo reveladora fornecida pelo kit
contendo o cromogeno diamino-benzidina 3,3 (DAB) e a reagédo incubada a temperatura
ambiente por cinco minutos. A contra coloracdo foi realizada mergulhando as laminas
em solucdo de hematoxilina de Harris (Cod. 248, Vetec) por 30 segundo. As laminas
foram analisadas utilizando-se o microscopio 6ptico Olympus BX, conforme variaveis

do estudo (TABELA 3). A andlise semi-quantitativa das células positivas foi realizada
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em 10 campos em aumento do microscopio (40x) em areas aleatérias e adequadas a
interpretacao.

A avalia¢do imuno-histoquimica foi realizada por dois observadores (Professor
Marcelo Antbnio Pascoa Xavier, mestranda Karina de Paula), independentes e cegos
para as condi¢des clinicas dos participantes, sendo a avaliacdo padrdo-ouro realizada
pelo patologista responsavel do estudo. As diferencas encontradas foram solucionadas

por consenso entre os observadores.

5.6 Variaveis do estudo

As variaveis clinicas do estudo, classificadas nas categorias discreta ou nominal,
bem como as suas respostas esperadas estdo descritas no TABELA 1 abaixo:

TABELA 1- Variaveis demograficas, clinicas e laboratoriais do estudo.

Variavel Categoria Resposta
Idade Discreta >18 anos/ <75 anos
Sexo Nominal Masculino ou Feminino
Diagndstico Clinico Nominal MHT, MHDT, MHDD, MHDV e MHV.
Diagndstico Histopatologico Nominal MHT, MHDT, MHDD, MHDV e MHV.
indice baciloscopico Discreta DeOa6
ML Flow Nominal Positivo ou Negativo
Contato de MH Nominal Sim ou Néo

As variaveis histopatologicas estdo descritas no TABELA 2 abaixo:

TABELA 2- Variaveis histopatoldgicas do estudo.

(Continua)
Variavel Categoria Resposta
Hipotrofia Dicotbmica Ausente ou presente
Hipertrofia Dicotbmica Ausente ou presente
Degeneragdo hidrépica Dicotbmica Ausente ou presente
Infiltrado na derme papilar Dicotbmica Ausente/leve ou moderada/acentuada
Infiltrado na derme reticular Dicotdmica Ausente/leve ou moderada/acentuada
Infiltrado perineural Dicotdmica Ausente ou presente
Infiltrado perimuscular Dicotdmica Ausente ou presente

Infiltrado periglandular Dicotdmica Ausente ou presente
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TABELA 2- Variaveis histopatoldgicas do estudo.
(Concluséo)

Variavel Categoria Resposta
Dano neural Dicotdmica Ausente ou presente
Macrofago Dicotdmica Ausente ou presente
Granuloma Dicotdmica Ausente ou presente
NUmero de granuloma Discreta Contagem do nimero de granuloma

As variaveis imuno-histoquimicas estdo descritas na TABELA 3:

TABELA 3 - Variaveis imuno-histoquimicas do estudo.

Variavel Categoria Resposta

Intensidade de marcagéo Discreta ordinal ~ Imunorreatividade ausente, basal (+), moderado
(++) e acentuado (+++).

Porcentagem de células Discreta ordinal ~ Imunorreatividade negativa ou em <25%, 25-50%,

positivas no epitélio 50-75%, >75% do epitélio.

Numero de células positivas  Discreta ordinal ~ Imunorreatividade negativo ou em <10, 10-50, 50-

no infiltrado inflamatério 100, >100 células no infiltrado inflamatério.

5.7 Analises estatisticas

Os dados qualitativos das caracteristicas histologicas foram avaliadas
conjuntamente por dois examinadores e os resultados foram decididos a partir do censo
comum.

A andlise semi-quantitativa das células marcadas na IHQ foi realizada em 10
campos em aumento do microscopio (40x) em éareas aleatérias e adequadas a
interpretacdo. A distribuicdo e intensidade da imunomarcacdo de cada célula foram
avaliadas conjuntamente por dois examinadores. O numero de células marcadas por
lamina corresponde ao numero de células nos campos avaliados.

Para controle e monitoramento da qualidade das reagfes imuno-histoquimicas,
foram utilizados controles externos e internos (intralamina). O controle externo utilizou
cinco amostras de peles saudaveis, doadas pelo servico de Anatomia Patolégica do
Hospital das Clinicas de Minas Gerais, provenientes de mamoplastia (pele basal)
(ANEXO A). O controle interno utilizou o proprio compartimento epitelial das

amostras, conforme orientagGes dos fabricantes dos anticorpos primarios.
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Para as analises qualitativas, foram classificadas, para cada anticorpo primario
ou biomarcador, a intensidade e o percentual da imunorreatividade celular da marcagéo
imuno-histoquimica do epitélio e do infiltrado inflamatdrio, de acordo com a seguinte
escala, modificada a partir do trabalho de Lockwood e colaboradores (2011), conforme
demonstrado no QUADRO 1 (LOCKWOOD et al., 2011):

QUADRO 1- Escala para analise qualitativa da reatividade imuno-histoquimica

Intensidade Percentual

0 Ausente 0 Ausente

1 Leve ou uma cruz (+) 1 1-25%

2 Moderada ou duas cruzes (++) 2 25-50%

3 Intensa ou trés cruzes (+++) 3 50-75%
4 75-100%

Legenda: % percentual.
Fonte: modificado de LOCKWOOD et al., 2011.

Para as analises semiquantitativas, foi estabelecido um escore da expressao
imuno-histoquimica, de acordo com Takano e colaboradores (2016). Foram
categorizadas, para cada anticorpo primario ou biomarcador, a multiplicacdo dos
parametros intensidade e percentual da imunorreatividade celular da marca¢do imuno-
histoquimica do epitélio e infiltrado inflamatorio em “expressdo elevada” (1) ou
“expressdo baixa” (0). De acordo com esses critérios, descritos no QUADRO 2, produto
maior ou igual a 4 (destaque vermelho) foi considerado “expressao elevada” e produto

menor ou igual a 3 (destaque azul) foi considerado “expressao baixa” (TAKANO et al.,
2016).

QUADRO 2 - Escores de intensidade e distribuicdo das reagdes de IHQ.

DISTRIBUICAO
INTENSIDADE 0 1 2
0 0 0 0 0
1 0 1 2 3
2 0 2

Fonte: TAKANO et al. (2016).
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Os dados e informacgbes obtidos no estudo foram organizados em banco de
dados para viabilizar a realizacdo da andlise estatistica. As variaveis categéricas foram
apresentadas como numeros e porcentagens. As variaveis continuas foram expressas
como media + desvio padrdo. Para analise da diferenca entre os grupos, utilizou-se o
teste exato de Fisher. Para analise dos dados quantitativos foi realizado teste t de

Student. Foi considerado significativo valor P <0,05.

5.8 Aspectos éticos

A pesquisa foi aprovada pelo COEP da UFMG sob o parecer n®° CAAE:
14887414.0.0000.5149 (ANEXO A), atendendo aos aspectos fundamentais da resolucao
466/2012 do Conselho Nacional de Saude, que dispde sobre as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas que envolvem seres humanos.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado por todos o0s
participantes do estudo, com intuito de esclarecer sobre 0s aspectos da pesquisa, bem
como assegurar a confidencialidade das informacg6es obtidas, cuja utilidade dar-se-a

apenas para fins cientificos (ANEXO C).

5.9 Pesquisa Bibliografica

A pesquisa bibliogréafica foi realizada a partir de consulta a base de dados
MedLine/PubMed, disponivel na internet. Os Descritores em salde/ MeSH terms
utilizados nessas bases foram: “leprosy”, “cytokine”, “skin lesions”, ‘“histology of
leprosy”, “immunohistochemistry and leprosy”.

Os filtros utilizados foram: artigos indexados nas areas de interesse nos idiomas
portugués e inglés, no periodo dos diversos estudos aqui relatados. Outras referéncias
complementares importantes foram obtidas em enderegos eletronicos da OMS e MS.
Para as citacOes e lista de referéncias, foram observadas as recomendacbes da
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) para elaboracdo de trabalhos
académicos, que usam o sistema de citacdo autor/data. Para o artigo, adotou-se o

formato Vancouver.
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6 RESULTADOS

Para melhor demonstracdo e compreensdo dos resultados, os mesmos foram

subdivididos em dois subtitulos: caracteristicas demogréaficas.

6.1 DescricBes dos resultados demogréficos, laboratoriais e clinicos.

A populacdo foi composta por 26 casos novos de hanseniase, diagnosticados e
atendidos no HEM/FHEMIG, no periodo de maio de 2014 a outubro de 2015. A idade
média dos pacientes foi de 50,12 anos e variou de 25 a 75 anos (TABELA 2). Os casos
foram predominantemente do sexo feminino (n=14 ou 53,85% do total). A

caracterizacdo da populacdo do estudo esta apresentada na TABELA 4:

TABELA 4- Analise descritiva da populacéo do estudo.

Variavel NUmero Percentual
Sexo
Masculino 12 46,15
Feminino 14 53,85
Idade (anos)
18-30 3 11,53
31-45 6 23,07
46-60 12 46,15
61-75 5 19,23
Numero de lesdes cutaneas
<5 14 53,84
>5 12 46,15
Numero de nervos acometidos
<1 12 46,15
>1 14 53,84

Fonte: tabela elaborada pelo autor, com base em dados obtidos no estudo realizado no Hospital Eduardo
de Menezes e na Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, entre 0s anos de 2012
e 2015.

6.1.1 Classificacdo dos casos

A classificagdo dos pacientes baseou-se na classificagdo de Ridley e Jopling
(1966). Essa classificacdo foi realizada a partir de aspectos clinicos, como contagem do
namero de lesdes, nervos acometidos e avaliagdo da sensibilidade. E aspectos
laboratoriais como resultados de IB, ML Flow e dados histoldgicos. As formas clinicas
foram definidas por dermatologistas do HEM/FHEMIG. A distribui¢éo da classificagio

dos casos é apresentada na FIGURA 6.
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FIGURA 6- Classificacdo dos casos novos de hanseniase, segundo estudo realizado
no Hospital Eduardo de Menezes, entre 2014 e 2015 (n =26).
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Legenda: MHT (Hanseniase Tuberculdide); MHDT (Hanseniase dimorfa-tubercul6ide); MHDD
(Hanseniase dimorfa-dimorfa); MHDV (Hanseniase dimorfa-virchowiana); MHDV (Hanseniase
virchowiana).

Fonte: Figura elaborada pelo autor, com base em dados obtidos no estudo realizado no Hospital Eduardo
de Menezes e na Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, entre os anos de 2014
e 2015.

Quanto a forma clinica, o maior nimero de individuos foi classificado como
MHDT (11 casos ou 42,31% do total); seguidos por casos de MHDD (7 ou 26,92%) e
de MHDV (4 ou 15,38%), trés casos de MHV (11,54%),e um caso de MHT (3,85%).

6.1.2 Indice Baciloscopico (I1B)

A andlise do IB identificou 73,08% (n=19) dos casos com resultado negativo,
enquanto 26,92% (n= 7) tiveram IB positivo. Os resultados do IB dos pacientes estio
apresentados na TABELA 5:
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TABELA 5- Indice Baciloscpico dos casos novos de hanseniase do estudo.

IB | NGmero | Percentual

0 19 73,08

1 2 7,69

3 1 3,85
3,75 2 7,69
4,25 1 3,85

5 1 3,85

Fonte: Tabela elaborada pelo autor, com base em dados obtidos no estudo realizado no Hospital
Eduardo de Menezes e na Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais,
entre os anos de 2014 e 2015.

Na FIGURA 7 pode-se observar a relacdo entre o 1B e a forma clinica. Destaca-
se que nenhum paciente dos subgrupos MHT e MHDT tiveram IB positivo. Nos demais

subgrupos pelo menos um paciente teve IB positivo.

FIGURA 7- Relacao entre diagnostico clinico e indice baciloscopico.
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Legenda: MHT (Hanseniase Tuberculdide); MHDT (Hanseniase dimorfa-tubercul6ide); MHDD
(Hanseniase dimorfa-dimorfa); MHDV (Hanseniase dimorfa-virchowiana); MHDV (Hanseniase
virchowiana).

Fonte: Figura elaborada pelo autor, com base em dados obtidos no estudo realizado no Hospital Eduardo
de Menezes e na Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, entre os anos de 2014
e 2015.
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6.1.3 ML Flow

A realizacdo do teste ML Flow indicou soropositividade anti-PGL-I em 10
pacientes, correspondente a taxa de soropositividade de 38,46%, enquanto 16 pacientes
apresentaram resultados negativos no mesmo teste (61,54%).

Ao relacionar o resultado do ML Flow com a classificacdo clinica, foram
observados maiores percentuais de positividade e negatividade, respectivamente, nos
grupos MHV e MHDT, como representado na FIGURA 8.

FIGURA 8- Relacdo entre diagnostico clinico e o ML Flow.
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Legenda: MHT (Hanseniase Tuberculdide); MHDT (Hanseniase dimorfa-tubercul6ide); MHDD
(Hanseniase dimorfa-dimorfa); MHDV (Hanseniase dimorfa-virchowiana); MHDV (Hanseniase
virchowiana).

Fonte: Figura elaborada pelo autor, com base em dados obtidos no estudo realizado no Hospital Eduardo
de Menezes e na Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, entre os anos de 2014
e 2015.

6.1.4 Relagéo IB e ML FLOW

A relacdo entre o ML Flow e o indice baciloscopico demonstrou similaridade
entre os testes. Como demonstrado, na FIGURA 9 demonstra a proximidade entre as
razGes ou propor¢des de casos positivos e negativos dos métodos IB e ML Flow
FIGURA 9.
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FIGURA 9- Relacéo entre IB e ML FLOW
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Legenda: MHT (Hanseniase Tubercul6ide); MHDT (Hanseniase dimorfa-tubercul6ide); MHDD
(Hanseniase dimorfa-dimorfa); MHDV (Hanseniase dimorfa-virchowiana); MHDV (Hanseniase
virchowiana).

Fonte: Figura elaborada pelo autor, com base em dados obtidos no estudo realizado no Hospital Eduardo
de Menezes e na Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, entre 0s anos de 2014
e 2015.

6.2 Descricdo e comparacdo dos resultados histopatoldgicos

Para a descricdo e comparacdo dos resultados histopatologicos e imuno-
histoquimicos, as bidpsias de pele de cada participante do estudo foram agrupadas.
Considerando a origem da amostra, foram estabelecidos os grupos: A) LESAO e B)
CONTRALATERAL (sem lesdo). Considerando a classificacdo histopatoldgica, foram
estabelecidos os subgrupos: 1°) MHT (MHT/MHDT) (n= 12); 2°) MHDD (n=7); e 3°
MHV (MHDV/MHV) (n=7). A FIGURA 10 abaixo apresenta a classificagdo dos trés

subgrupos, baseada nos resultados histopatoldgicos:
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FIGURA 10 - Classificacdo dos casos baseada no diagndstico histopatologico.
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Legenda: MHT (Hanseniase Tuberculdide); MHDT (Hanseniase dimorfa-tubercul6ide); MHDD
(Hanseniase dimorfa-dimorfa); MHDV (Hanseniase dimorfa-virchowiana); MHDV (Hanseniase
virchowiana).

Fonte: Figura elaborada pelo autor, com base em dados obtidos no estudo realizado no Hospital Eduardo
de Menezes e na Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, entre os anos de 2014
e 2015.

A andlise histopatoldgica descritiva dos cortes corados com hematoxilina-eosina
(HE) evidenciou alteracdes nos casos de hanseniase tanto nas amostras de lesdo quanto
nas contralaterais (QUADRO 3).

Na avaliacdo entre as amostras de les@o e contralateral de todos pacientes com
hanseniase pode-se observar que algumas alteragdes histopatoldgicas foram mais
evidentes na lesdo em relacdo a contralateral. Sdo elas, hipotrofia (p=00,26),
degeneracdo hidropica (p=0,029), a distribuicdo do infiltrado inflamatorio na derme
papilar (0,001), na derme reticular (p=0,000), localizacdo do infiltrado periglandular
(p=0,008) e quantidade de macrofagos (p=0,001).

Nos casos de MHT foram evidenciadas alteracGes epidérmicas moderadas e
focais. Com destaque para presenca de células do infiltrado inflamatorio na derme
reticular, onde o infiltrado foi acentuado nas amostras do grupo A, com diferenca
estatisticamente significativa (p=0,020) em relagdo ao grupo B. J& na derme papilar, o
infiltrado inflamatorio moderado/acentuado foi observado em todas as amostras do
grupo A. As amostras do grupo B apresentaram infiltrado inflamatorio discreto.
(FIGURA 11).

O infiltrado inflamatorio linfocitico perivascular e perianexial, superficial e

profundo, presente em todos 0s casos, estavam presentes também, com sugestiva
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triplice distribuicéo, nas localiza¢des perineural, periglandular e perimuscular.

Também no subgrupo MHT o dano neural e a presenca de macréfagos e
granuloma foram observados em amostras do grupo A e B. Em relacdo ao numero de
granulomas, a quantidade de 1 a 5 granulomas predominou no grupo A. Essas mesmas
alteracdes nao foram encontradas no grupo B.

Os casos classificados como forma MHDD demonstraram ao estudo anatomo-
patoldgico, infiltrado inflamatorio periglandular e perimuscular. O infiltrado com
distribuicdo perineural foi significativamente maior no grupo A (p=0,022) em relagéo
ao grupo B (FIGURA 12).

A presenca de células do infiltrado inflamat6rio na derme papilar foi mais
evidente nas amostras do grupo A em relagdo as amostras contralaterais (Grupo B), com
diferenca significativa (p=0,008). Também se pode perceber essa mesma diferenca no
infiltrado na derme reticular com diferenca estatisticamente (p=0,008).

Notou-se que a presenca de macrofagos foi significativamente maior no grupo A
(p=0,002) comparado ao grupo B. Demais alteragdes como hipotrofia, degeneracao
hidropica e hipertrofias foram evidenciadas em alguns casos, porém sem diferencas
estatisticas entre os grupos estudados.

Nas amostras de pacientes MHV foram observadas caracteristicas como
hipotrofia em amostras tanto do grupo A quanto do grupo B. A degeneracdo hidrdpica
somente em uma amostra do grupo B e a presenca de macrofagos em todos os casos do
grupo A. Néo foram observadas diferencas significativas entre as caracteristicas citadas.

As amostras tanto do grupo A quanto do grupo B apresentaram infiltrado
inflamatorio difuso constituido predominantemente por linfécitos e com localizagdo
perivascular. Contudo, houve uma diferenca na presenca células do infiltrado
inflamatdrio na derme reticular com diferenca estatisticamente significativa (p=0,000).
No grupo A o infiltrado se encontrava mais profundo e com maior celularidade
(FIGURA 13).
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QUADRO 3- Valores estimados de p das alteragdes histopatoldgicas nas formas
clinicas da hanseniase.

VARIAVEL

HIPOTROFIA

HIPERTROFIA

DEG. HIDROPICA
DERME PAPILAR
DERME RETICULAR

PERINEURAL
PERIMUSCULAR 0,477 0,280
PERIGLANDULAR 0,065 0,139 0,212

DANO NEURAL 0,066 0,435 0,094 0,280

MACROFAGO - 0,119 0,002 0,061
GRANULOMA 0,065 0,294 0,280 0,280

NUM. GRANULOMAS | 0,066 0,296 0,280 0,280

Morfologicamente, o infiltrado inflamatério nas amostras dos grupos MHT,
MHDD e MHV, podem ser observados, em detalhe, nos painéis das FIGURAS 11 a 13.

FIGURA 11- Infiltrado inflamatoério dérmico de casos MHT

FRCASR AR
Legenda: A) LESAO:
e macrdfagos, por vezes formando granulomas (detalhe); B) CONTRALATERAL.: discreto infiltrado
inflamatdrio perivascular na derme reticular.
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FIGURA 12 - Infiltrado inflamatério dérmico de casos MHDD.

Legenda: A) Grupo LESAO e B) Grupo CONTRALATERAL mostram pele com focos perivasculares de
infiltrado inflamatério linfocitario, com maior celularidade no grupo LESAO.

FIGURA 13- Infiltrado inflamatério dérmico de casos MHV.

Legenda: A) LESAO: denso e difuso infiltrado inflamatério na derme reticular, separado da epiderme por
faixa de coldgeno e constituido por linfocitos e macréfagos; B) CONTRALATERAL.: discreto infiltrado
inflamatorio perivascular na derme reticular.

Os dados histologicos evidenciaram que, na comparacdo dos grupos A (leséo
cuténea) e B (pele contralateral), as amostras de A apresentaram maiores alteracGes e
infiltrado inflamat6rio abundante. Em relacdo, ao enfoque quantitativo, as
caracteristicas observadas nas lesfes cutaneas foram mais acentuadas que as observada
na pele contralateral.
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6.3 Descricdo e comparacao dos resultados imuno-histoquimicos

Foram avaliadas as imunomarcagfes dos biomarcadores Foxp3, IL-10, IFN-y,
IL-12 e IL-17 quanto a intensidade e distribuicdo de expressdo nos compartimentos
epitélio, endotélio e infiltrado inflamatorio. Os critérios utilizados para a semi-
quantificacdo da distribuicdo das células imunorreativas e da intensidade da

imunorreacdo, estdo demonstrados na TABELA 6.

TABELA 6- Semi-quantificacdo da Reatividade Especifica do Antigeno.

0 1 2 3
Negativo Fracamente Moderadamente Fortemente
Intensidade Positivo Positivo Positivo
Nenhuma Fraca coloragdo  Moderada coloracdo  Forte coloragéo
coloracao celular. celular. em celular.
celular.
0 1 2 3
Negativo Fracamente Moderadamente Fortemente
Distribuicéo Positivo Positivo Positivo
Nenhuma célula  10-50 células 50-100 células >100 células
corada. coradas. coradas. coradas.

Os resultados da imuno-histoquimica dos biomarcadores Foxp3, 1L-10, IFN-y,
IL-12 e IL-17 nos grupos MHT, MHDD e MHYV, conforme os critérios da distribuicao
das células imunorreativas no epitélio, infiltrado inflamatério e endotélio e da
intensidade da imunorreacdo, estdo demonstrados nas TABELAS 7 a 11. Nessas
tabelas, para cada resultado do nivel, sdo apresentados os valores numeéricos inteiros ou
contagem para cada grupo, com seus respectivos percentuais no proprio nivel (linha) e
no proprio grupo (coluna). Escore 0 sdo resultados basais e 1 de hiperexpresséo do

biomarcador de interesse.
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TABELA 7- Imuno-histoquimica do biomarcador Fox-P3 nas amostras dos grupos
MHT, MHDD e MHV.

GRUPO
MHT MHDD MHV TODOS
LOCAL ESCORE n n n n
% linha % linha % linha % linha
% coluna % coluna % coluna % coluna

A B A B A B A B

1 0 1 4 0 1 2 5
0 100 0 20 80 0 100 28,57 71,43
8,33 0 1429 5714 0 1429 769 1923

Epitclio o1 6 3 71 6 24 2
1 4783 52,17 66,67 33,33 53,85 46,15 53,33 46,67
________________________ OL67 100 8571 4286 100 8571 9231 8077
6 9 4 3 1 3 11 15
0 40 60 57,14 428 25 75 4231 57,69
Infiltrado 50 75 5714 4286 1429 4286 4231 57,69
inflamatdrio 6 3 3 4 6 4 15 11
1 66,67 3333 4286 5714 60 40 5769 4231
_________________________ 50254286 5114 85TL_ 5714 5769 4231
8 4 4 5 5 4 17 13
0 66,67 3333 4444 5556 5556 4444 56,67 43,33
. 66,67 3333 57,14 7143 7143 5714 6838 50
Endotélio

1 3333 66,67 60 40 40 60 4091 59,09

Conforme a TABELA 7 acima, Fox-P3 foi expresso em todas as amostras.

No epitélio houve hiperexpressdo de Fox-P3 em 91,67%, 85,71% e 100% dos
casos MHT, MHDD e MHV, respectivamente nas amostras A.

No infiltrado inflamatorio houve predominio de células marcadas intensamente
nas amostras A dos casos MHV com 85,71%. Ja em casos MHT a expressao de Fox-P3
foi basal em 75% das amostras B.

Ja no endotélio a expressdo de Fox-P3 teve predominio basal nas amostras A de
pacientes MHT (66,67%) e MHV (71,43) e nas amostras B de casos MHDD (57,14%).

Nos critérios “Intensidade” e “Distribui¢do” ndo ocorreram diferencas

estatisticamente significativas entre as amostras A e B em nenhuma forma clinica.
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TABELA 8- Imuno-histoquimica da citocina IL-10 nas amostras dos grupos MHT,

MHDD e MHV.
GRUPO
MHT MHDD MHV TODOS
LOCAL ESCORE n n n n
% linha % linha % linha % linha
% coluna % coluna % coluna % coluna

A B A B A B A B
4 1 1 1 3 1 8 3

Epitelio 8§ 11 6 6 4 6 18 N
1 4211 5789 50 50 40 60 439 56,1
________________________ 6667 OL67 8571 8571 5714 8571 6923 8846
9 8 4 6 3 4 16 18
0 5294 4706 40 60 4286 57,14 47,06 52,94
Infiltrado 75 66,67 57,14 8571 4286 5714 6154 6923
inflamatorio 3 4 3 1 4 3 10 8
1 4286 5714 75 25 57,14 4286 5556 44,44
_________________________ 25 3333 4286 1429 5114 4286 3846 3077
10 5 4 5 5 7 19 17
0 66,67 3333 4444 5556 41,67 5833 52,78 47722
. 8333 4167 5714 7143 7143 100 73,08 6538
Endotélio

De acordo com a TABELA 8 acima, a citocina IL-10 teve intensa marcagédo
epitelial nas amostras B dos casos MHT (91,67%), MHDD (85,71) e MHV (85,71%).

J& no infiltrado inflamatorio a expressdo de I1L-10 foi predominante basal tanto
nos casos A e B de todos os grupos clinicos.

No endotélio destaca-se a marcacdo basal de 100% das amostras B de pacientes
MHV.

N&o houve diferenca estatistica entre a expressao das amostras A e B nos grupos

clinicos estudados.
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TABELA 9- Imuno-histoquimica do biomarcador IFN-y nas amostras dos grupos
MHT, MHDD e MHV.

GRUPO
MHT MHDD MHV TODOS
LOCAL ESCORE n n n n
% linha % linha % linha % linha
% coluna % coluna % coluna % coluna

A B A B A A B

0 * * * * 100

B

0 0 0 0 1 0 1 0
0

0 0 0 0 14,29 0

Epitelio L 1 7 1 6 1 B 2
1 50 50 50 50 46,15 5385 49,02 50,98
e 100 100 100 100 8571100 9615 100 _
9 9 4 5 2 4 15 18
0 50 50 4444 5546 33,33 66,67 4545 54,55
Infiltrado 75 75 5714 7143 2857 57,14 57,69 69,23
inflamatério 3 3 3 2 5 3 11 8
1 50 50 60 40 625 375 5789 4211
_________________________ 2525 4285 2857 T143_ 4286 4231 3077
11 11 5 6 6 5 22 22
0 50 50 4545 5455 5455 4545 50 50
- 91,67 9167 7143 8571 8571 7143 84,62 84,62
Endotélio

1 1 2 1 1 2 4 4
1 50 50 66,67 3333 3333 6667 50 50
833 833 2857 1429 1429 2857 1538 1538

Conforme a TABELA 9 acima, a citocina IFN-y apresentou, hiperexpressa em
100% das amostras A e B dos casos de MHT e MHDD na marcagao do epitélio.

No infiltrado inflamatério a expressao basal teve predominio em MHT (75%) e
MHDD (71,43%) das amostras B. Em MHV a expressdo de IFN-y foi intensa em
71,43% das amostras A.

A marcacgéo endotelial por IFN-y foi prevalentemente basal tanto nos casos A e
B de todos os grupos clinicos.

N&o foram observadas diferencas significativas da expressdo de IFN-y nas
amostras A e B nas formas clinicas MHT, MHDD e MHV.


https://www.sinonimos.com.br/prevalentemente/
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TABELA 10- Imuno-histoquimica da citocina IL-12 nas amostras dos grupos
MHT, MHDD e MHV.

GRUPO
MHT MHDD MHV TODOS
LOCAL ESCORE n n n n
% linha % linha % linha % linha
% coluna % coluna % coluna % coluna

A B A B A B A B

3 4 2 4 4 2 9 10
0 4286 57,14 3333 66,67 6667 3333 4737 52,63

25 3333 2857 57,14 5714 2857 3467 3846

Epitclio 9 8 5 3 3 5 17 16
1 5294 4706 625 375 375 625 5152 4848
_________________________ 75 6667 7143 4286 4286 7143 6538 6154
8 11 5 5 3 5 16 21
0 4211 5789 50 50 375 625 4324 56,76
Infiltrado 66,67 9167 7143 7143 4286 7143 6154 80,77
inflamatorio 4 1 2 2 4 2 10 5
1 80 20 50 50 66,67 3333 66,67 3333
________________________ 3333__833__ 2857 2857 5714 2857 3846 1923
12 12 6 7 7 6 25 25
0 50 50 46,15 5385 5385 46,15 50 50
- 100 100 8571 100 100 8571 96,15 96,15
Endotélio

0 0 1 0 0 1 1 1
1 * * 100 0 0 100 50 50
0 0 1429 0 0 1429 385 385

De acordo com a TABELA 10 acima, no epitélio a citocina IL-12 teve a maioria
das amostras B do grupo MHT (57,14%) e MHDD (66,67%), expressas de forma basal.
No grupo MHV, a maioria das amostras, equivalente a 66,67%, também teve expressao
basal, porém nas amostras A.

Ja no infiltrado inflamatoério houve prevaléncia de expressdo basal de IL-12 nos
grupos MHT, MHDD e MHV nas amostras A e B.

A expressdo endotelial da citocina foi de 85,71% basal nas amostras A dos
pacientes MHDD e MHV e 100% basal nos casos MHT.

Quanto a expressao de IL-12 nas amostras A e B ndo houve diferenca estatistica.
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TABELA 11- Imuno-histoquimica da citocina IL-17 nas amostras dos grupos
MHT, MHDD e MHV.

GRUPO
MHT MHDD MHV TODOS
LOCAL ESCORE n n n n

% linha % linha % linha % linha

% coluna % coluna % coluna % coluna

A B A B A B A B

0 0 0 0 0 0 26 26

0 * * * * 0 0 50 50
Epitélio 0 0 0 0 0 0 100 100

7 7 12 12 7 7 26 26

1 50 50 50 50 50 50 50 50
________________________ 100 100 100 100 100 100 100 100
0 0 0 0 0 0 26 26

0 * * * * 0 0 50 50
Infiltrado 0 0 0 0 0 0 100 100
inflamatorio 7 7 12 12 7 7 26 26
1 50 50 50 50 50 50 50 50

e 100 100 100 100 100 100 _ 100 100 _

0 0 0 0 0 1 0 1
0 * * * * 0 100 0 100
Endotélio 0 0 0 0 0 14,29 0 3,85

7 7 12 12 7 6 26 25
1 50 50 50 50 53,85 46,15 50,98 49,02
100 100 100 100 100 8571 100 96,15

Como demonstrado na tabela 11 acima, observa-se predominancia absoluta de
hiperexpressao celular de citocina IL-17, em todos 0s compartimentos e grupos
avaliados.

Demonstrando que ndo ocorreu diferenca entre a expressdo da citocina nas
amostras A e B nos grupos clinicos.

Ap0s a categorizacdo dos niveis de expressao dos biomarcadores Foxp3, 1L-10,
IFN-y, IL-12 e IL-17, as proporgdes dos niveis basal e elevado foram comparadas entre
0s grupos pele com lesédo (A) e pele contralateral (B) dos préprios biomarcadores
QUADRO 4.



QUADRO 4- Escores de intensidade e distribuicéo das reac6es de IHQ.

TODOS MHT MHD MHV
EP FOX 0,216 0,296 0,061 0,28
11 FOX 0,402 0,19 0,589 0,212
EN FOX 0,256 0,083 0,573 0,573
EP IL10 0,081 0,113 1 0,212
111L10 0,559 0,652 0,212 0,589
ENIL10 0546 | 002 | 0573 0,094
EP IFN 0,308 1 1 0,28
11 IFN 0,384 1 0,573 0,259
EN IFN 0,303 1 0,508 0,508
EPIL12 0,734 0,652 0,259 0,259
1112 0,071 0,113 1 0,259
EN IL12 0,637 1 0,28 0,28
EPIL17 1 1 1 1

L7 1 1 1 1

EN IL17 0,308 1 1 1

Como demonstrado no QUADRO 4 verificou-se que ndo houve diferengas
estatisticas na expressdo das citocinas IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y e da proteina Fox-P3

nos diferentes compartimentos, com exce¢do da marcacao endotelial pela I1L-10.
Na comparacdo dos grupos A e B a imuno-histoquimica ndo demonstrou
diferencas significativas quanto a intensidade da expressdo dos biomarcadores

estudados, como demonstrado nas FIGURAS 14 e 15.

FIGURA 14- Intensidade da expressdo de Foxp3 no infiltrado inflamatdrio do subgrupo

MHT.

Legenda: Intensidade acentuada de expressdo de Foxp3 na LESAO e moderada na pele contralateral (B),

porém sem diferenca estatistica.
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FIGURA 15- Expressbes de IL-17 no infiltrado inflamatorio e Foxp3 e da citocina
IFNy no epitélio em amostras do subgrupo MHV.

Legenda: A) LESAO com intensa imunorreatividade da IL-17. B) CONTRALATERAL com moderada
imunorreatividade da IL-17. Observaram-se em amostras de LESAO (C e E) inimeras células marcadas
por Foxp3 e IFN-y, respectivamente. No grupo CONTRALATERAL (D e F) discretas células marcadas
por Foxp3 e IFN-y.

Em sintese, os resultados da imuno-histoquimica ndo demonstraram diferencas
estatisticamente significativas, na comparacdo dos grupos A (leséo cuténea) e B (pele
contralateral) quanto a expressao das citocinas IL-10, 1L-12, IL-17, IFN-y e da proteina
Fox-P3no endotélio, epitélio e infiltrado inflamatério. Ou seja, do ponto de vista
imunofenotipico, as caracteristicas observadas nas lesdes cutineas foi também

observada na pele contralateral.
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7 DISCUSSAO
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7 DISCUSSAO

A hanseniase ¢ uma doenca caracterizada por apresentar formas patoldgicas,
clinicas e imunologicas contratantes. A resposta imunolégica é um componente
relevante na patogenia e progressao da doenca (RIDLEY; JOPLING, 1966; GOULART
etal.,, 2002; NATH etal., 2014).

No presente trabalho, estudaram-se, pacientes hansenianos na fase pré-
tratamento, as caracteristicas da resposta imune dérmica em lesdes de pele, clinicamente
evidentes, e comparamos com aquelas observadas na pele contralateral. Para tanto,
consideramos o infiltrado inflamatdrio e a presenca in situ de citocinas de padrao Thl
(IFN-y e IL-12), Th2 (IL-10) Th17 (IL-17) e o fator de transcricdo Foxp3(Trec), além
das caracteristicas clinicas e laboratoriais associadas.

Como resultados mais relevantes e originais observados na comparagdo entre as
lesbes cuténeas e a pele contralateral, destacou a predominancia de diferenca nas
variaveis histopatologicas e, fundamentalmente, a predominancia de similaridade nas
varidveis imunopatologicas. Ou seja, foram constatadas diferencas quantitativas no
infiltrado inflamatdrio, com maior celularidade nas lesbes cutdneas, e semelhancas
qualitativas na ativacdo imune desse infiltrado inflamatdrio na pele.

Para obtencdo dos resultados, foram utilizados protocolos padronizados dos
métodos HE e imuno-histoquimica, seguindo todas as orientagdes do Laboratério de
Patologia Molecular da Faculdade de Medicina da UFMG e todas as recomendacdes
dos fabricantes dos insumos dos experimentos, particularmente os anticorpos primarios.
Entretanto, ao longo da realizagdo dos experimentos, algumas adaptacdes protocolares
foram necessarias para contornar limitacGes nao planejadas, como desprendimentos dos
cortes teciduais das laminas histoldgicas e ligacGes inespecificas dos anticorpos
primarios.

Os resultados apresentados com relacéo as avaliacGes do indice baciloscépico e
ML Flow demonstraram 26,92% e 37,04% dos pacientes com 1B e ML Flow positivos,
respectivamente. Essa soropositividade analisada ao teste de ML Flow foi inferior aos
resultados publicados por Lyon (70%) e Grossi (50,8%) em estudos realizados no
mesmo centro. A correlagdo entre o ML Flow e o indice baciloscopico evidenciou
associacdo entre os testes. Esses resultados sugerem que a associacao da baciloscopia e
0 ML Flow auxiliam a classificacdo dos casos de hanseniase ou, que na caréncia da

baciloscopia, a sorologia pode ser utilizada
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Esses dados, corroboram os resultados de Bihrer-Sékula et al. (2003), que
indicam a utilizacdo do ML Flow como um método auxiliar ao exame convencional de
baciloscopia, devido sua elevada especificidade.

Em relacdo aos objetivos especificos do estudo, ou seja, caracterizacbes e
comparagOes histo e imunopatologica das lesdes cutdneas com a respectiva pele
contralateral, os resultados demonstraram ocorréncia do mesmo padréo histolégico na
distribuicdo das células inflamatdrias, nos dois sitios de origem da bidpsia dos pacientes
hansenianos nas diferentes formas clinicas. A despeito de algumas diferencas
quantitativas ou numéricas, foram observadas na resposta inflamatoria, tanto pelo
método HE quanto pela imuno-histoquimica, caracteristicas qualitativas e funcionais
muito similares dos biomarcadores analisados.

Mais detalhadamente, nas amostras do grupo LESAO de pacientes hansenianos,
foi evidenciado infiltrado inflamatério na derme papilar e reticular com grande
quantidade de macrofagos. Ja nas bidpsias contralaterais, foram originalmente
observados infiltrados inflamatorios discretos ao redor de vasos, nervos e glandulas,
com leve distribuicdo na derme papilar e derme reticular.

Em relacdo ao subgrupo MHT, os casos apresentaram padrdo histologico tipico
com infiltrados inflamatdrios granulomatoso ao redor de glandulas, nervos e musculos
distribuidos na derme papilar e derme reticular. Também foram observados inimeros
macrofagos formando os granulomas. Esses achados estdo de acordo com as
caracteristicas histologicas de MHT descritos na literatura (Ridley; Jopling, 1966;
Obadia et al., 2011; Massone; Belachew; Schettini, 2014). Nas bidpsias contralaterais,
foram observados infiltrados inflamatérios em torno de glandulas, com predominio na
derme papilar, ndo sendo observada formacdo de granuloma. Assim evidenciou-se que
existe a resposta inflamatdria na pele sem lesdo aparente de pacientes MHT, porém na
lesdo a resposta imune € mais intensa.

O polo MHDD ¢ citado como mais instdvel do espectro com infiltragdo
assimétrica da face e acometimento neural também assimétrico (RIDLEY; JOPLING,
1966; MASSONE; et al., 2015; DE-SOUZA et al. 2016).Nas diferencas entre 0s
grupos clinicos os pacientes MHDD foram os que apresentaram maiores diferencas
entre as biopsias de lesdo e contralateral, sendo que na leséo foi visualizado maior
infiltrado inflamatorio na derme papilar e reticular (p=0,008), infiltrado perineural

(p=0,022) e quantidade de macréfagos (p=0,002). Os dados mostram a assimetria do
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infiltrado inflamatdrio tipica do grupo clinico e sugere-se que a abundancia de
celularidade na leséo desses pacientes, implicam em intensa atividade do sistema imune.

O subgrupo MHV apresentou caracteristicas semelhantes entre a biopsia com
lesdo e contralateral, sendo a maior quantidade de células inflamatdrias na derme
reticular das lesGes a mais evidente diferenca observada entre as biopsias. Esses dados
sugerem que, em pacientes MHV, a resposta inflamatoria esteja amplamente distribuida.
Apoia essa interpretacéo os achados histoldgicos semelhantes em amostra sem lesdo de
pele.

Nas bidpsias contralaterais de todas as formas clinicas foram observados
infiltrados predominantemente na derme papilar quando comparado a regido com les&o,
onde o infiltrado foi mais profundo e com maior quantidade de células inflamatérias.
Deste modo, interpretamos que pacientes hansenianos apresentam discreta resposta
inflamatoria em areas sem lesdes ou clinicamente normais.

Ap0s a constatacdo dessas evidéncias quantitativas sobre o padrdo inflamatorio
no curso natural da hanseniase, e com o intuito de ampliar a andlise histopatoldgica,
realizou-se a IHQ para avaliar a expressdo dos mediadores inflamat6rios na lesdo e
regido contralateral.

O painel imuno-histoquimico da expressdao da citocina IL-17 no infiltrado
inflamatorio ndo demonstrou diferencas significantes entre a expressao em bidpsias de
lesdo e contralateral nos subgrupos clinicos.

Da Motta-Passos et al., (2012) detectaram pouca IL-17A no soro de hansenianos
e dos controles, sugerindo que a producdo e acdo desta citocina esta limitada aos
tecidos. Outro estudo observou maior expressdo e liberacdo de citocinas Th1l7 no
sobrenadante de cultura de PBMC estimuladas com antigeno de M. leprae, em
individuos contatos de pacientes sem sinais da doenca ou na borda de lesdo de pele de
pacientes com a forma clinica MHT quando comparados a pacientes com a forma
clinica MHV (SAINI; RAMESH; NATH, 2013). Assim como Saini et al., (2014) que
observou aumento de IL-17 em soro de pacientes MHT e em pacientes com hanseniase
com subtipo Th néo polarizado.

A expressdo de IL-17 tanto em pele com leséo e contralateral demonstra que a
citocina esta expressa nos tecidos de pacientes hansenianos, sugerindo que a citocina
esteja ativando a resposta imune e consequentemente influenciando o processo
inflamatorio e exercendo um papel no desenvolvimento e na manutencdo de respostas

pro-inflamatéria como visto no HE em ambas as formas clinicas.
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As citocinas IFN-y ¢ IL-12 sdo importantes na ativacdo de macrofagos e
potencializam a resposta imune celular (FOSS, 1997; SCOLLARD et al.,2006 ). As
expressdes de IFN-y e IL-12 ndo mostraram nenhuma diferenga significante nas
biopsias de lesdo em relacdo a contralateral nos grupos avaliados. Abdallah et al.,
(2014) observaram elevacOes significativas da IL-12 sérica na comparacdo entre 0s
pacientes com hanseniase com os controles. E aumento IFN-y em pacientes MHT
também em relacdo aos controles. Além disso, diversos autores relacionam aumento
sérico de 1L-12 e IFN-y em pacientes MHT (KIM et al., 2001; LASTORIA; DE-
ABREU, 2014% SADHU et al., 2016). A presenca dessas citocinas pro-inflamatéria
tanto em leséo e area contralateral infere que ativagdo imunoldgica pelo M.leprae em
todos os pacientes hansenianos e como estas citocinas estavam expressas em pacientes
da diferentes formas clinicas sugere-se que IL-12 e IFN-y desempenham papel
expressivo na resposta imune ao longo do espectro da hanseniase. Na area contralateral
a presenca ade IL-12 e IFN-y indicam a atividade da imunidade mediada por células
ocasionando a discreta lesdo tecidual evidenciada no HE.

Quanto a expressdo de IL-10 também ndo foi observada diferenca quanto a
expressao na lesdo em relacdo a contralateral. Dados de Modlin et al., (1988) Palermo et
al., (2012), Saini et al., (2014) e Sadhu et al., (2016) destacam elevacdo sérica na
expressdao de IL-10 em pacientes MHV, quando comparados aos pacientes MHT,
sugerindo que o0 aumento na expressao de IL-10 em MHYV pode estar relacionado com a
caracteristica anérgica dessa forma clinica. No entanto, dados de lyer et al., (2007)
mostraram ndo haver diferencas nos niveis séricos da citocina entre as formas clinicas
da hanseniase, classificadas no estudo apenas como paucibacilar e multibacilar.

A IL-10 é importante nos mecanismos supressores pelas Trecs € a presenca da
citocina € comum em infiltrado inflamatdrio de pacientes MHV, correlacionando com a
persisténcia bacilar (Palermo et al.,2012). Neste sentindo pode sugerir que na pele
lesionada o ambiente imunoldgico esteja mais ativo devido a atividade reguladora de
IL-10.

Com relagdo ao mecanismo de imunorregulacdo foi avaliada a expresséo do
fator de transcricdo Foxp3 que é o marcador mais especifico de células Tres, ESsas
células estdo associadas com a prevencdo do dano tecidual induzida pela resposta
imune. Em contrapartida, caso a regulacdo da resposta imune celular seja exacerbado
pode contribuir para o crescimento e persisténcia do patégeno (BELKAID, 2008).

Os dados ndo demonstraram diferenca na expressdo de Foxp3 nas amostras de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022202X94946140
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lesdo em relacdo a area contralateral. Parente et al.,(2015) observaram células positivas
para Foxp3 presentes em 100% das amostras de pele investigadas e estavam
intensamente relacionadas com células do epitélio ou macréfagos, sugerindo uma
possivel interacdo funcional entre Treg € histidcitos.

A analise de Foxp3 em sangue periférico demonstra maior frequéncia de células
em pacientes MHV (Palermo et al., 2012; Fernandes et al., 2013; Saini et al. 2014;
Sadhu et al.,). Parente et al., (2015) destacam que maiores expressdes de Foxp3 foram
observadas em pacientes em surto reacional ou MHV. Em contrapartida estudos de
Attia et al., 2010; Abdallah et al., 2014 comparando diferentes subgrupos de pacientes
indicou que a frequéncia de Tregs foi maior em pacientes com MHT e em surto
reacional do tipo 1.

O papel de Foxp3 na etiopatogenia da hanseniase ainda nao € bem esclarecido,
porém sugere-se que células Tgreg pode ter um papel relevante na patogenia da
hanseniase, visto sua presenca em todas as amostras das diferentes formas clinicas e que
essas células exercam um papel de regulagcdo da resposta imune contra o M. leprae
atenuando a ativacdo imune crénica induzida pelo bacilo.

Todos os biomarcadores analisados apresentaram expressfes semelhantes na
lesdo e area contralateral, indicando que a ativacdo dessas moléculas se da de forma
generalizada e ndo apenas circunscrita a lesao.

Em conjunto, os resultados sugerem que a resposta imune cutanea contra a
hanseniase parece ser ativa tanto nas areas lesionadas quanto nas areas contralaterais
aparentemente indenes. N&o existe diferenca na composicdo celular da lesdo e
contralateral, mas ha maior nimero de células ativas e expressando 0s biomarcadores na
lesdo. O balanco entre os niveis de expressdo de cada biomarcador auxiliam na
manutencdo e desenvolvimento da resposta imunol6gica na hanseniase, promovendo a

heterogeneidade de cada forma clinica.
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8 CONCLUSOES

O infiltrado inflamatorio pode ser evidenciado em intensidade

significativamente maior na lesdo em relacdo a pele contralateral aparentemente indene.

A resposta imune na pele de pacientes com hanseniase apresenta expressdo de
Foxp3 e IFN-y, IL-12, IL-10 e IL-17 tanto nas &reas lesionadas quanto nas areas

contralaterais aparentemente indenes.

A resposta imune na pele de pacientes com hanseniase se apresenta tanto nas
areas lesionadas quanto nas areas contralaterais aparentemente indenes, demonstrando a
ocorréncia da ativacdo imune sisttémica pelo M. leprae em todas as manifestacdes

clinicas da doenca.
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ANEXO B

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 14887414.0.0000.5149

Interessado(a): Prof. Manoel Otavio da Costa Rocha
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 12 de margo de 2014, o projeto de pesquisa intitulado
"Caracterizacdo dos mecanismos imunoldégicos de pacientes
infectados pelo Mycobacterium leprae e a sua correlagdo com a
expressdo clinica, prognostico e resposta terapéutica da
hanseniase” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano ap6s o inicio do projeto.
Profa. Maria Teresa Marques Aﬁaral

Coordenadora do COEP-UFMG
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ANEXO C

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa

TITULO: “Caracterizagio dos mecanismos imunoldgicos de pacientes infectados pelo
Mycobacterium leprae e sua correlacdo com a expressdo clinica, prognostico e resposta

terapéutica da hanseniase”.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa clinica, e antes de aceitar é
necessario que vocé leia e compreenda a seguinte explicacdo sobre o que se propde a ser
feito. Esta declaracdo descreve o objetivo, procedimentos, beneficios, riscos e

desconfortos do estudo.

DESCRICAO DO ESTUDO: Vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa
cientifica como voluntéario (vocé pode escolher se quer participar ou ndo). Para isso,
devera ler este documento todo e perguntar aos pesquisadores tudo o que ndo entendeu
antes de aceitar participar da pesquisa. Esta pesquisa ira estudar a Hanseniase, uma
doenca que acomete pele e nervos e que pode causar grandes deformidades. O objetivo
da pesquisa é entender melhor essa doenca, podendo ajudar na prevencéo, no tratamento
das deformidades provocadas pela doenca e melhora da qualidade de vida do paciente.
Serd colhida uma pequena amostra de sangue (35 mL) em tubos estéreis para as
dosagens bioquimicas e imunoldgicas. E também sera realizada uma bidpsia de pele.
Os exames de sangue tém como proposito a realizacdo do hemograma e caracterizagdo
das células de defesa do organismo para auxiliar no entendimento dos mecanismos
imunologicos envolvidos na doenca. Se vocé concordar em participar, vocé estara
ajudando diversos pesquisadores a entender melhor a hanseniase e como se pode
melhorar seu tratamento e a cura dos doentes. Assim, podera ajudar muitas pessoas que,
como vocé, hoje estdo com essa doenca ou que podem vir a ficar doentes no futuro.
Vocé ndo tera nenhuma despesa e nem receberd pagamento nenhum para participar da
pesquisa; a qualquer momento, vocé podera desistir de fazer parte dela, sem qualquer

prejuizo.
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“Depois de ter lido este documento todo e ter resolvido minhas duvidas com um dos
pesquisadores, eu declaro que concordo com seus termos e aceito participar desta

pesquisa.”

O TCLE sera assinado em duas vias e uma delas, sera entregue ao voluntario da

pesquisa.

BENEFICIOS: Os participantes terdo seu estado imunoldgico avaliado através do
hemograma e de outros exames a serem realizados. Além disso, a participacdo nesse
estudo poderd contribuir para o conhecimento dos mecanismos envolvidos na
Hanseniase, podendo colaborar para a melhoria do tratamento desta doenca. Os
resultados das avaliac@es clinicas e laboratoriais serdo fornecidos e explicados para cada
participante do estudo, incluindo os individuos saudaveis que constituirdo o grupo
controle.

RISCOS EM POTENCIAL: Os riscos para 0s participantes sdo minimos. Existe a
possibilidade de ocorrer desconforto pela picada da agulha no momento da retirada do
sangue; no entanto, a coleta sera realizada por profissional enfermeiro treinado e
experiente, que poderd auxiliar o participante no caso de ocorréncia de algum
desconforto.

PERMISSAO PARA A REVISAO DOS DADOS (CONFIDENCIALIDADE):
Todas as informagdes, incluindo dados clinicos e de exames complementares coletados
do prontuério do paciente e gerados por este estudo, serdo tratadas de modo confidencial
e sigiloso, ficando restritas aos pesquisadores e ao participante, se assim desejar.
CONFIDENCIALIDADE: Os resultados de seus exames serdo analisados em sigilo
até onde é permitido pela lei. No entanto, o pesquisador, supervisor da pesquisa €, sob
certas circunstancias, o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG e do Centro de
Pesquisas René Rachou (CPgRR) - FIOCRUZ, poderdo ter acesso aos dados
confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicacdo dos dados nédo o
identificard. Ao assinar este formulario de consentimento, vocé autoriza o pesquisador a
fornecer seus registros para o orientador e para 0 Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG e do CPgRR-FIOCRUZ.

DESLIGAMENTO: A sua participacdo neste estudo é voluntéria e sua recusa em

participar do estudo ndo acarretara penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé
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tem direito. Vocé podera cessar sua participacao a qualquer momento, sem prejuizo para
a continuidade de seu acompanhamento.

EQUIPE RESPONSAVEL:

Coordenador: Prof. Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha (UFMG) — (31) 3409-9547
Coordenadora_supervisdo clinica: Dra. Sandra Lyon (Médica Coordenadora do Servico
de Dermatologia no Hospital Eduardo de Menezes)

Pés-doutoranda: Dra.Ana Thereza Chaves (UFMG/FIOCRUZ) _ (31) 3349-7778
Colaboradores:

Se precisar de mais informacdes sobre o trabalho que esta sendo realizado, vocé devera
entrar em contato com Professor Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha no CTR-DIP
Orestes Diniz, as tercas e sextas feiras pela manhd, ou pelo telefone (31) 3409-9547.
Caso tenha alguma duvida sobre os seus direitos como paciente de pesquisa,
informacdes podem ser obtidas no Comité de Etica em Pesquisa (COEP) na Awv.
Antbnio Carlos, 6627 Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005 Campus
Pampulha Belo Horizonte, MG - Brasil 31.270-901 ou pelo telefone (31) 3409 4592, ou
no Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ) pelo
telefone (31) 3349-7825. Caso haja necessidade, podera ser solicitada cdpia do projeto.
CONSENTIMENTO: Com base no exposto, estou ciente que a minha participacao €
voluntaria e seré restrita a doacdo de amostras de sangue. Tive a oportunidade de fazer
perguntas e todas as minhas duvidas foram respondidas a contento. Fui informado de
que poderei, a qualquer momento, me retirar do projeto de pesquisa, por qualquer
motivo, sem que isso acarrete qualquer prejuizo ao prosseguimento de meu
acompanhamento médico no Ambulatério de Referéncia em doenga de Chagas do CTR-
DIP.

Belo Horizonte, de de

Ass. do paciente ou responsavel:

Ass. da testemunha:

Ass. do orientando:

Ass. do pesquisador responsavel (orientador):
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ANEXO D

COPIA DA ATA DA DEFESA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE - INFECTOLOGIA E U F m G
MEDICINA TROPICAL =3

ATA DA DEFESA DA DISSERTACAO DA ALUNA
KARINA DE SOUSA PAULA

Realizou-se, no dia 05 de julho de 20186, as 14:00 horas, Sala 062 - andar térreo de
Faculdade de Medicina, da Universidade Federal de Minas Gerais, a 296® defesa de
dissertagao, intitulada "Caracterizagdo imuno-histopatolégica das lesées cutdneas e
pele contralateral em novos casos de Hanseniase", apresentada por KARINA DE
SOUSA PAULA, numero de registro 2014656201, graduada no curso de
BIOMEDICINA, como requisito parcial para a obtengdo do grau de Mestre em
Ciéncias da Saude pelo Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias da Salde:
Infectologia e Medicina Tropical, a seguinte Comissdo Examinadora: Prof. Manoel
Otavio da Costa Rocha - Orientador (UFMG), Prof. Marcelo Antonio Pascoal Xavier -
coorientador (UFMG), Dra. Ana Thereza Chaves — coorientadora (UFMG), Prof.
Ricardo Toshio Fujiwara (UFMG) e Prof, Antonio Carlos Martins Guedes (UFMG).

A Comissao considerou a dissertagao:
(%4) Aprovada
( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, foi lavrada a presente ata que, lida e aprovada, vai

assinada pelos membros da Comissao.
R W on)

F7eiwiiaA | N\ .

Prof. Manoel Otavio da Costa Rocha

Belo Horizonte, 05 de julho de 2016.

i

Prof. Maeronio Pascoal Xavier

e 977/%(2/ Lhow
Dra.iAna Thereza Chaves

-
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Prof. Ricardo Toshio Fujiwara
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Prof. Antoriio Carlos. M,énins Guedes
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ANEXO E

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UFMG
=

{| PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE - INFECTOLOGIA E
MEDICINA TROPICAL

FOLHA DE APROVACAO

"Caracterizacdo imuno-histopatolégica das lesdes cutineas e pele
contralateral em novos casos de Hanseniase"

KARINA DE SOUSA PAULA

Dissertagiio submetida & Banca Examinadora designada pelo Colegiado, como requisito para
obten¢do do grau de Mestre em Ciéncias da Sadde pelo Programa de Pés-Graduagio em
Ciéncias da Saide - Infectologia e Medicina Tropical.

Aprovada em 05 de julho de 2016, pela banca constituida pelos membros:

@WCD L

[ S
+f
Prof. Manoel Otavio da Costa Rocha - Orsentador

UFMG
' Prof. Marcelo Antonj Xavier - Coorientador

UFMG

Dra, Ana Th Chaves - coonentadora
UFMG,

p}w .!, f Eras
[ Prof Ricardd Teshid Fujiwara

1

UFMG /-
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