UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS TROPICAIS

DAYSE DANIELLE DE OLIVEIRA SILVA

DETECCAO IN SITU DE CITOCINAS DE PERFIL TH1 E TH2 POR
IMUNOISTOQUIMICA E RELACAO COM A ATIVIDADE DE
MACROFAGOS NAS FORMAS POLARES DA DOENCA DE HANSEN

BELEM
2009



DAYSE DANIELLE DE OLIVEIRA SILVA

DETECCAO IN SITU DE CITOCINAS DE PERFIL TH1 E TH2 POR
IMUNOISTOQUIMICA E RELACAO COM A ATIVIDADE DE
MACROFAGOS NAS FORMAS POLARES DA DOENCA DE HANSEN

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo em Doencas Tropicais,
Nucleo de Medicina  Tropical da
Universidade Federal do Pard, como
requisito para obtencdo do grau de Mestre
em Patologia das Doencas Tropicais.
Orientador: Prof. Dr. Juarez Antdnio Simdes
Quaresma

BELEM
2009



Dados Internacionais de Catalogagé&o-na-Publicagao (CIP)
Biblioteca do Nucleo de Medicina Tropical da UFPA

Silva, Dayse Danielle de Oliveira.
Deteccdo in situ de citocinas de perfil TH1 e TH2 por imunoistoquimica e
relacdo com a atividade de macréfagos nas formas polares da doenca de Hansen/

Dayse Danielle de Oliveira Silva; orientador, Juarez Anténio Simdes Quaresma —
20009.

Dissertagéo (Mestrado) - Universidade Federal do Para, Nucleo de Medicina
Tropical, Programa de Pos-Graduacdo em Doencgas Tropicais, Belém, 2009.

1. Hanseniase. | Quaresma, Juarez Antonio Simdes, orient. Il. Titulo.

CDD - 22. ed. 616.998




DAYSE DANIELLE DE OLIVEIRA SILVA

DETECCAO IN SITU DE CITOCINAS DE PERFIL TH1 E TH2 POR
IMUNOISTOQUIMICA E RELACAO COM A ATIVIDADE DE
MACROFAGOS NAS FORMAS POLARES DA DOENCA DE HANSEN

Dissertacao apresentada ao curso de Mestrado do Nucleo de Medicina Tropical da
Universidade Federal do Para, como requisito para obtencédo do grau de Mestre em
Patologia das Doencas Tropicais. Examinado pela comissdo formada pelos
professores:

Prof. Dr. Juarez Anténio Simdes Quaresma (Orientador)
Nucleo de Medicina Tropical - UFPA

Prof. Dr.2 Edna Aoba Yassui Ishikawa
Nucleo de Medicina Tropical — UFPA

Profa. Dr.2 Hellen Thais Fuzzi
Nucleo de Medicina Tropical — UFPA

Profa. Dr.2 Cléa Nazaré Carneiro Bichara
Nucleo de Medicina Tropical — UFPA

Profa. Dr.2 Rosana Maria Feio Libonati (Suplente)
Nucleo de Medicina Tropical — UFPA



Aos meus pais Genival da Silva e Josefa Déria de Oliveira
Silva, por todo amor, todo exemplo e toda paciéncia.

A Jiilia e Elysson, pelo presente que vocés representam em
minha vida.

Aos meus avos José Francisco da Silva e Maria das Neves
Silva (in memorian) e Vicente Fernandes de Oliveira (in
memorian) e Julia Luiz de Oliveira por todos os
ensinamentos transmitidos através de geracoes,

dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por todas as oportunidades que me foram dadas, pelas

béncéaos de cada dia, pela vida.

Ao meu orientador, Dr. Juarez Antbnio Simdes Quaresma, pela

dedicacéao, confianca e conhecimento transmitido.

Aos professores do curso de Pds-graduacdo em doencas Tropicais —
UFPA, por serem verdadeiros exemplos de mestres, em especial Dr. Manuel Ayres,

Dr. Sandro Percério, Dra. Edna Ishikawa, Dra Helen Fuzii e Dra. Luiza Caricio.

A Dra. Rosana Feio Libonatti pela valiosa contribuicdo no tratamento
estatistico dos dados.

Aos meus irmaos Bruno, Fabio, Diogo e Eliana que contribuiram na
organizacdo, formatacao e correcdo ortografica do trabalho e pelo amor fraternal

sempre.

As bibliotecérias do Nucleo de Medicina Tropical — UFPA, Marta Gonzaga

e Valdenira Moreira, pela valiosa contribuicdo na revisdo das citacdes e referéncias.

As secretarias do Nucleo de Medicina Tropical — UFPA, Socorro Cardoso

e Martinha Rocha, pela paciéncia e dedica¢éo ao curso.

Aos amigos e colegas de curso, em especial Lucieny da Silva Pontes,

pelo incentivo e exemplo de vida académica.

Principalmente a todos os pacientes, que na tentativa de minimizar suas
dores, contribuem com o trabalho daqueles que buscam por conhecimentos acerca

da doenca.



RESUMO

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa, de evolucdo lenta e progressiva,
com grande incidéncia e prevaléncia nos estados que compdem a Amazonia legal
onde o Para ocupa lugar de destaque no numero de casos no contexto nacional. A
fim de se avaliar o perfil de citocinas e a atividade de macrofagos nas formas polares
da hanseniase e correlacionar com 0s seus aspectos histopatolégicos, foi realizado
um estudo transversal com uma amostra composta por 29 pacientes portadores de
uma das formas polares da hanseniase, tuberculoide ou virchowiana, dos quais
foram colhidas biépsias de pele de lesGes hansénicas. Pode-se observar, através da
analise imonoistoquimica deste material que os grupos estudados ndo apresentaram
diferenca significativa quanto aos niveis de IL-10, TGF-B, CD68, iNOS e Lisozima.
Os niveis de IL-4 ndo foram expressivos nos tecidos analisados e os niveis de IFN-y
foram maiores nos pacientes do grupo MHV. No polo virchowiano todas as citocinas
tiveram uma tendéncia a uma correlacdo negativa com a atividade de macrofagos,
no polo tuberculoide a IL-10 apresentou uma tendéncia a correlacdo negativa com
os niveis de INOS, IFN-y e lisozima, evidenciando uma inibicdo da atividade
macrofagica por esta citocina. Pode-se concluir que ndo ha diferenca na expressao
de citocinas de perfil TH1 e TH2 nas formas polares da doenca de Hansen e as
citocinas apresentam uma tendéncia a correlagdo negativa com a atividade de
macrofagos no pélo MHV e uma tendéncia a correlacdo positiva no polo MHT.
Novas pesquisas sdo necessarias para esclarecer como populacdes apresentam
mais susceptibilidade a hanseniase que outras, um estudo semelhante com um

maior numero de individuos podera ter resultados mais expressivos.

Palavras chaves: Hanseniase, imunoistoquimica, citocinas, atividade macrofagica.



ABSTRACT

Leprosy is an infectious disease that has a slow and progressive evolution, with high
incidence and prevalence in the states that compose the Legal Amazon. Considering
the number of cases, the Para state plays a prominent role in the national context. In
order to evaluate the cytokine profile and the macrophages activity in the polar forms
of leprosy and correlate with their histopathological aspects, a transversal study was
performed, with a sample of 29 patients who had one of the polar forms of leprosy,
namely tuberculoid or virchowian, from who skin biopsies of leprosy lesions were
taken. It could be observed, through the analysis of this immunohistochemical
material, that the studied groups showed no significant variation in the levels of IL-10,
TGF-B, CD68, INOS and Lysozyme. The levels of IL-4 were not expressive in the
analyzed tissues and the levels of IFN-y were higher in patients in the MHV group. In
the virchowian pole, all cytokines tended towards a negative correlation with the
macrophages activity. In the tuberculoid pole, the level of IL-10 showed a negative
correlation with the levels of INOS, IFN-y and lysozyme, indicating a macrophage
activity inhibition for this cytokine. It can be concluded that there is no difference in
cytokine expression of TH1 and TH2 profile in polar forms of Hansen's disease and
cytokines have a tendency to negative correlation with the activity of macrophages in
MHYV pole and a tendency to positive correlation in the pole MHT. Further research is
needed to clarify why some populations have more susceptibility to leprosy than
others. A similar study with a larger number of individuals may have a more

significant outcome.

Key words: Leprosy, immunohistochemistry, cytokines, macrophage activity.
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1 INTRODUCAO

Apesar da queda da prevaléncia mundial ocorrida nos ultimos anos, apos
a instituicdo do tratamento através da poliquimioterapia (PQT) e do simples
diagndstico, a hanseniase ainda constitui um relevante problema de saude publica,
devido a sua magnitude e seu alto poder incapacitante, atingindo principalmente a
faixa etaria economicamente ativa (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2007;
GOULART et al., 2008; WHO, 2007).

Mesmo com a sua baixa contagiosidade, a doenca continua a ser
endémica, atingindo uma populacéo estimada entre 10 e 15 milhées de pessoas que
vivem em paises tropicais pobres (KUMAR; FAUSTO; ABBAS, 2005; SILVA, 2008;
WHO, 2007).

No Brasil em 2006, segundo a Organizacdo Mundial de Saude, houve um
aumento do numero de novos casos. O pais se encontra entre 0s guatro paises,
Brasil, Republica Democréatica do Congo, Mocambique e Nepal, que ainda nao
conseguiram atingir a meta de eliminacéo da hanseniase. Estes paises responderam
por 23% dos 259.017 novos casos detectados no ano de 2006 (WHO, 2007).

No final 2006, a prevaléncia registrada da hanseniase nas Américas era
de 64.715 doentes, sendo que nesse mesmo ano haviam sido detectados 47.612
novos casos. O Brasil se destaca por responder sozinho por mais de 90% desses
valores, sendo o0 Unico pais americano que ainda ndo atingiu a eliminacéo
(AMARAL, 2008; WHO, 2007).

O Brasil ocupava, no inicio de 2007, o segundo lugar em numeros de
novos casos da doenca e da taxa de prevaléncia (Figura 1). A india detém o maior
namero absoluto de individuos infectados, apresentado 139.252 novos casos em
2006, pais que possui populacéo cerca de 5 vezes maior que a populacéo brasileira,
0 que justifica sua baixa taxa de prevaléncia por 10.000 habitantes (WHO, 2007).
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Figura 1- Taxa de prevaléncia da hanseniase no inicio de 2007, por 10.000 habitantes, segundo
dados da Organizacdo Mundial de Saude.

Fonte: WHO, 2007. adaptacdes do autor. Disponivel em:
http://www.who.int/lep/situation/PrevStart2007a.pdf. Acesso em: 18 set. 2008.

A atual area de abrangéncia da Amazénia Legal corresponde a totalidade
dos estados do Acre, Amapda, Amazonas, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima e
Tocantins e parte do estado do Maranhéo (a oeste do meridiano de 44° de longitude
oeste), com uma superficie de aproximadamente 5.217.423 km2 correspondente a
cerca de 61% do territério brasileiro (BRASIL. SIVAM, 2008).

Esta regido, formada por estados de grande extensdo territorial, que
possuem barreiras fisicas e sociais dificultando a acdo de servicos de saude e que
possibilitam uma situacdo endémica da doenca. Com uma populacdo que
corresponde a apenas 13% da populacdo brasileira, € responsavel, hoje, pela
metade dos casos novos da doencga entre os menores de 15 anos e 40% do total de
casos novos em todo o Brasil (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

A Regiao Norte, de acordo com a figura 2, apresentou em 2007 seu mais
baixo coeficiente de detecgcdo, com um valor de 54,5/100.000 habitantes, porém


http://www.who.int/lep/situation/PrevStart2007a.pdf
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ainda permanece com o maior coeficiente, destacando-se dentre as demais regioes
brasileiras (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SINAN/SVS, 2008).
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Figura 2 — Coeficiente de deteccéo de casos novos de hanseniase por 100.000 habitantes, regides e
Brasil, 2001 — 2007. A Regido Norte lidera o nimero de deteccdo de novos casos seguida da Regido
Centro-Oeste.

Fonte: BRASIL, Ministério da Saude. SINAN/SVS-MS, 2008. Disponivel em:
<http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/boletim _novembro.pdf>. Acesso em: 10 fev. 2009.

O Para é o estado que apresenta maior incidéncia de hanseniase na
América Latina, sendo os municipios de Sapucaia, Anapu e Jacunda os que
apresentaram maior taxa de prevaléncia da doenca em 2006 (BRASIL, MINISTERIO
DA SAUDE. DATASUS, 2006).

Em 2008, os municipios paraenses que notificaram um maior niumero de
novos casos foram Parauapebas, Belém, Maraba e Itaituba, que associados aos
demais municipios totalizaram 4.323 novos casos notificados no Estado (BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE. SINAN, 2009)

O Ministério da Saude define como caso de hanseniase para tratamento a
presenca de dois ou mais desses sinais: lesdo de pele com alteracdo de
sensibilidade, espessamento neural e baciloscopia positiva (BRASIL, MINISTERIO
DA SAUDE, 2002).


http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/boletim_novembro.pdf

A hanseniase, ou doenca de Hansen, é uma doenca infecciosa, cronica,
granulomatosa, causada por um microorganismo intracelular, o Mycobacterium
leprae (M. leprae), que afeta principalmente a pele, os olhos e o tecido nervoso,
causando lesdes cutaneas e neuropatias, que podem levar a deformidades fisicas e
alteracdes funcionais (BRASILEIRO FILHO, 2006).

Suas caracteristicas clinicas e histologicas irdo depender da resposta
imunoldgica do individuo infectado ao M. leprae e que podem variar de uma
hanseniase tuberculoide a forma lepromatosa no outro polo (WALKER,;
LOCKWOOD, 2006; LOCKWOOD; COLSTON; KHANOLKAR-YONG, 2002).

A doenca, em sua forma inicial, € classificada como grupo indeterminado,
mal de Hansen forma indeterminada (MHI), que pode regredir espontaneamente ou
evoluir para uma das principais formas da doenca: hanseniase tuberculoide, mal de
Hansen forma tuberculoide (MHT), hanseniase virchowiana, mal de Hansen forma
virchowiana (MHV) e hanseniase dimorfa, mal de Hansen forma dimorfa (MHD),
segundo a classificacédo de Madri (AMADOR, 2004; ARAUJO, 2003; MENDONCA et
al., 2008).

A hanseniase tuberculoide e a hanseniase virchowiana sdo as duas
formas polares e estaveis da doenca. A primeira esta relacionada com forte resposta
imunoldgica celular, e a segunda, com resposta imunoldgica celular deficiente. A
hanseniase dimorfa € uma forma clinica instavel, em que o paciente apresenta uma
mistura de caracteristicas das duas formas estaveis, podendo um mesmo individuo
apresentar episodios reacionais que variam em caracteristicas clinicas das duas
formas polares (ALVES et al., 2006; AMADOR, 2004).

Na hanseniase tuberculoide (HT) ocorre uma forte reagdo imunoldgica
mediada por células com baixos niveis de anticorpos. O padrdo de resposta
imunologica das células T, que ocorre em alguns individuos nesse polo, é dado pela
diferenciacdo das células T CD4" naive, em células TH1, as quais ativam fagocitos
para eliminar microorganismos ingeridos através da liberacdo do interferon gama
(IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 2 (IL-2) (ABBAS;
LICHTMAN, 2005).



As células CD4", na HT, serdo encontradas principalmente dentro de
granulomas formados por macréfagos, que expressam CD68, e em seu processo de
fagocitose, as lisozimas e linfécitos sob a influéncia das citocinas, particularmente o
TNF-a. As células CD8" sdo encontradas na superficie desses granulomas
(WALKER; LOCKWOOD, 2006; ABBAS; LICHTMAN, 2005; ARAUJO, 2003).

A resposta imunologica ocorrida no polo lepromatoso se da através de um
grande numero de anticorpos especificos, mas com fraca resposta mediada por
células ao M. leprae. O bacilo ira se proliferar dentro dos macrofagos e sera
detectado em grande numero, resultando em lesdes de pele e tecidos subjacentes
(WALKER; LOCKWOOD, 2006; MENDONCA et al., 2008).

Ha pouca formacéo de granulomas. A diferenciacdo das células T CD4"
naive em células TH2, apresentada por alguns individuos, promove a producédo de
IL-10, IL-4 e IL-13 o que acarretara na inibicdo da ativacdo dos macréfagos, levando
a uma falha no controle da propagacdo dos bacilos e uma alta contagem de
bactérias (ABBAS; LICHTMAN, 2005; ARAUJO, 2003; WALKER; LOCKWOOD,
2006).

O bacilo, em alguns individuos infectados, se propaga para nervos
periféricos onde sera fagocitado por células de Schwann e macréfagos ocasionando
o dano neural ou neuropatia, responsavel pela instalacdo de incapacidades fisicas
nestes individuos (GOMES; FRADE; FOSS, 2007).

A neuropatia periférica ocorre, entdo, como uma doencga inflamatoria dos
nervos, com uma patogénese ndo muito bem compreendida, mas é evidente a
importancia do processo inflamatorio na destruicdo das fibras nervosas (ANTUNES
et al., 2006; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002).



2. JUSTIFICATIVA

Na regido Amazobnica observa-se um alto indice de prevaléncia da
hanseniase. A situacdo de hiperendemicidade, associada as baixas condicdes
socioeconOmicas e ambientais, e agravada pelo elevado percentual de pacientes
que apresentam incapacidades fisicas em consequéncia da doenca, podem interferir
na qualidade de vida dos mesmos. Estas incapacidades tém sido responsavel pelo

estigma e discriminacao dos doentes (AQUINO et al., 2003).

O Estado do Para responde, atualmente, por 9% dos casos novos em
todo o Brasil, se tornando de extrema relevancia trabalhos de pesquisa no campo
gue visem esclarecer e dar resposta mais adequada ao problema (BRASIL. SINAN,
2009).

O sistema imunolégico e os fatores genéticos do hospedeiro tém sido
apontados como 0s principais responsaveis pela susceptibilidade para a
hanseniase. As formas polares da hanseniase, lepromatosa e tuberculoide, serdo
apresentadas por individuos com diferentes padrdes de resposta imunologica das
células T a microorganismos intracelulares, o que se torna um fator determinante a

progresséao e ao prognéstico clinico da doenca (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

O arsenal terapéutico disponivel na rede publica constitui-se de
corticéides, talidomida e analgésicos. Outros medicamentos como
imunossupressores representados por Azatioprina e Ciclosporina, além de
antidepressivos, tém sido utilizados em pesquisas com resultados variaveis
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2002, 2008). A necessidade de implementar
estudos para desvendar mecanismos imunolégicos e possibilitar novas opcdes

terapéuticas para uma endemia de alta prevaléncia € evidente.

A importancia desta pesquisa, onde se pretende esclarecer o0s
mecanismos imunoldgicos em lesdes de pele de pacientes hansenianos, se justifica
pelo fato de que os estudos acerca desses mecanismos foram realizados com
células polimorfonucleares do sangue periférico e, no entanto, apesar de correlatas,

essas respostas sao parcialmente independentes.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de citocinas e de marcadores teciduais da atividade de
macréfagos nas formas polares da hanseniase correlacionando com o0s seus

aspectos histopatolégicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Descrever as alteracdes histopatoldgicas presentes nas formas
tuberculoide e lepromatosa da doenca,;

» Analisar o perfil citocinico do infiltrado inflamatoério, através da

imunomarcacao para IL-4, IL-10, TGF-3 e IFN-y;

= Correlacionar o perfil citocinico com a atividade de macréfagos

pela imunomarcacao de iNOS, lisozima e CD68.



4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 CONCEITO DA HANSENIASE

A hanseniase, também conhecida como mal de Hansen, € uma doenca
infecciosa e contagiosa, lentamente progressiva, causada pelo Mycobacterium
leprae (M. leprae) (BRASILEIRO FILHO, 2006; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE,
2007).

Encontrada apenas no homem, sua transmissao ocorre pelo contagio
interpessoal, através de aerossois de lesdes no trato respiratério superior e, além de
comprometer pele e nervos periféricos, pode também se manifestar como uma
doenca sistémica comprometendo articulagdes, olhos, testiculos, ganglios e outros
orgdos, resultando em lesbes incapacitantes, com evolugdo cronica e surtos
reacionais (BRASILEIRO FILHO, 2006; KUMAR; FAUSTO; ABBAS, 2005; BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

4.2 AGENTE ETIOLOGICO

O Mycobacterium leprae, agente etiolégico da hanseniase (Figura 3),
sofreu ao longo do tempo um processo evolutivo que o tornou um parasita
intracelular. O seu genoma contém 1.614 genes que codificam as proteinas e 1133
pseudogenes, o maior nimero descrito de dados para uma bactéria. Por ter sido
descrito por Hansen em 1874, o M. leprae também é conhecido como bacilo de
Hansen. (ARAOZ et al., 2006; ALMEIDA et al., 2004; BEIGUELMAN, 2002).

Com um periodo médio de incubacdo que vai de 2 a 5 anos, o M. leprae
pode infectar além do homem outros animais como tatus, chimpanzés e macacos. O
bacilo é captado por macréfagos alveolares e dissemina-se através do sangue, mas
cresce apenas nos tecidos relativamente frios da pele e membros (BRASILEIRO
FILHO, 2006; KUMAR; FAUSTO; ABBAS, 2005).

A forma do M. leprae (Figura 3) € de um bastonete reto ou ligeiramente

encurvado, de 1 a 8 microns de comprimento por 0,2 a 0,5 microns de largura. Cora-



se em vermelho pela fuscina e ndo se descora pela lavagem no &lcool e acido — é,
portanto, um bacilo &lcool-acido resistente (BAAR) (BRASILEIRO FILHO, 2006;
GOULART; PENNA; CUNHA, 2002).

Nos esfregacos de pele e nos cortes histopatolégicos os bacilos séo
vistos isolados, em agrupamentos variados ou em arranjos especiais denominados
globias, peculiar do M. leprae, e resultam da sélida unido de bacilos através de uma
substancia chamada gléia (BRASILEIRO FILHO, 2006; GOULART; PENNA;
CUNHA, 2002).

Figura 3 — Mycobacterium leprae (corados pela fuscina, vermelhos), a) vistos de forma
isolada e b) em globias.

Fonte: Wikipedia. A enciclopédia livre. Disponivel em:
http://pt.wikipedia.org/wiki/lmagem:M_leprae ziehl nielsen2.jpg#file. Acesso em: 18 set. 2008.

4.3 HISTORICO E DISTRIBUICAO DA HANSENIASE NO TERRITORIO
BRASILEIRO E NO ESTADO DO PARA

Assim como em outras regides da América, ndo havia hanseniase entre
os indigenas brasileiros. Como citado por documentos de Araugjo (1929), que através
de experiéncias nas tribos Guarany e Kaingangs no Parana, Tembés e Tymbiras no
Para (1917 e 1921) e Navachos em Arizona (1925) ndo identificou indigenas

contaminados pela hanseniase (ARAUJO, 1946).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Imagem:M_leprae_ziehl_nielsen2.jpg#file

Provavelmente, junto com os colonizadores europeus, entre os séculos
XVI e XVII, chegaram as Américas os primeiros casos de hanseniase (Figura 4). Nos
Estados Unidos, colonizados pelos franceses que deram origem ao estado de
Louisiana e, na América do Sul, pelos colonos espanhdis e portugueses (ARAUJO,
1946; AMADOR, 2004; EIDT, 2004).

A doenca entrou no Brasil, por varios pontos do litoral, com os primeiros
colonizadores portugueses, principalmente acorianos. Os escravos africanos tiveram
um papel ainda hoje questionavel para a sua disseminacédo, ja que era dificil a
negociacdo de africanos que apresentassem lesdes cutéaneas; esta participacao
também é questionada por Moreira (1908) no inicio do século, ele afirmava que néo
existiam casos de lepra na costa da Africa no periodo, se manifestando apenas em
1817 (MOREIRA, 1908; ARAUJO, 1956).

N
N 15-35,000
“ei \_w gl
ORw Frpd P
T ey e e TR
P4 -4 AN \,( /( Qf, p p _‘\‘/ 2 / “.
A )?f'{’»o g o & 'k\:‘ & ) .
W/ a0 L S Y
: A - oot i % \ ¥
[V Y VO SR AR
(3 & Af% t & ‘1«,),4\’3000 -’ 506000075 1
1 : ol o T 2\~ £) ), g 7 i
1l 2, 25/ W,ON ! . 3 (9
/ . .\ ¢ colonialismo <,‘ 4 :j: . Migragio A ™,
‘ N~ /. [ AR asitica ¢
( , AN AN Y Y
» ¢l 7% f"
: A\ .
2 T A RNy
A\ AV A, "o
1 SN S
. 98" R\ /’% %CTC’:}A ",
/ R - \ &
S - /| Origem? =TI ®)
VER (D rabalho 100,000 — aie / MC L '
N 7 escravo b B\ .//v L AZ}Q
7 | '-,&/ { [ 4
. Vs 7
| 7 o \ ¢ . "/
8 4 // 3 L v
‘ i \
\: 7 ;v_/
Y

Figura 4 - Disseminagdo da hanseniase no mundo. Os circulos indicam o pais de origem das
amostras examinadas e sua distribuicdo e sua distribuicdo dentro dos quatro tipos SNP (single-
nucleotide polymorphisms), os nimeros indicam aproximadamente a idade em anos das amostras.
Fonte: adaptado de MONOT et al, 2005. Disponivel em:
<www.sciencemag.org/cgi/content/full/308/5724/1040/DC1> Acesso em: 01 set. 2008.

No Brasil, os primeiros casos da doenga foram notificados no ano de 1600
na cidade do Rio de Janeiro onde, anos mais tarde, em 1741, seria criado o primeiro

leprosario ou lazareto, o Hospital dos Lazaros, local destinado a abrigar os doentes


http://www.sciencemag.org/cgi/content/full/308/5724/1040/DC1

de Lazaro, lazarentos ou leprosos, como eram conhecidos nesse periodo (EIDT,
2004; ARAUJO, 1946).

Souza Campos, em 1942, descreve o primeiro documento que comprova
a presenca da doenca no Brasil e que data de 4 de dezembro de 1697, no qual a
Céamara do Rio de Janeiro pede aos reis de Portugal a instalagdo de um lazareto na
igreja da Conceicado, usando como justificativa o grande niumero de hansenianos que
existia na cidade (SOUZA CAMPOQOS, 1942; OPROMOLLA, 2007).

4.3.1 A hanseniase no estado do Para

No inicio do século XIX, D. Marco de Noronha e Brito (1803), na época
governador geral do Gréo-Para, observou sério foco endémico que ocorria em
Santarém e solicitou junto a Mesa da Santa Casa de Misericordia Paraense a
assisténcia material e medicamentosa aos doentes (ARAUJO, 1946; MAGALHAES;
ROJAS, 2005).

Visto o grande numero de individuos acometidos pelo mal de Hansen no
Estado, em 1816 aconteceu, em uma fazenda na foz do Igarapé-Tucunduba, onde
funcionava uma olaria, a adaptacdo do lugar com recursos provenientes da Santa
Casa e de loterias anuais do Estado, para a fundagao do “Hospicio dos Lazaros de
Belém do Para” (ARAUJO, 1946).

Este local ndo isolava adequadamente os doentes jA que através de
documento expedido em 1833 pelo provedor da Santa Casa ao Marechal Soares de
Andréa solicitando a mudanca do hospicio de Tucunduba para a llha de Tatu6ca ou
para Caratatuba, se teve o conhecimento que os leprosos mantinham contato com
moradores de sitios vizinhos e que existiam escravos ainda trabalhando na olaria,
isso se tornava um fator importante para a dissemina¢édo da doenca naquele periodo
(ARAUJO, 1946).

Santos (2003), relata que a populagéo nativa teria usado uma substancia
obtida da acacu (substancia conhecida como Hura Brasiliensis de Martius e original

do Para) no tratamento de um paciente com lepra em estagio avancado. Esta



substéancia, passou a ser utilizada, devido ao alto indice de mortalidade no Hospital
de Tucunduba, em Belém, na provincia do Par4, como tentativa de cura. Eram

utilizados além do preparado de acacu outros ingredientes da vegetacéo nativa.

Vérias foram as tentativas de desativar o abrigo. No ano de 1839 houve a
autorizacéo da transferéncia do hospicio de para a Fazenda do Pinheiro, mas néo foi
realizada e, em 1855, ainda sob a manutencéo da Santa Casa de Misericérdia, ja
abrigava 77 internos (ARAUJO, 1946).

No final do século XIX, a realidade do hospicio de Tucunduba, ainda
administrado pelo Estado através da Santa Casa, era um local sem higiene e sem
ventilacdo (ARAUJO, 1956).

Em 1918 foi feito um relatério da frequéncia da lepra no Estado do Para
pelo Dr. Jayme Aben-Athar, primeiro estudo epidemiolégico que se tem
conhecimento sobre esta doenca no referido Estado, onde ele descrevia o aumento
consideravel do nimero de casos e investigava os fatores como sexo, raga, faixa
etaria e quadro clinico predominante. Havia uma predominancia no sexo masculino,
em brancos e mesticos e na faixa etaria de 11 a 20 anos, além de prevalecer o tipo
lepromatoso. Devido a falta de notificacdo compulséria na época, os dados foram

obtidos através do proprio Hospicio dos Lazaros em Tucunduba. (ARAUJO, 1956).

Em seu estudo, o Dr. Aben-Athar (1918) concluiu que a lepra entre os
paraenses se contraia nos primeiros anos de vida e que o contagio também poderia
conferir uma imunidade, uma espécie de auto-vacinacdo, que se traduzia pelo

pequeno numero de adultos nativos com a moléstia.

No acordo firmado entre os estados para a execugao da profilaxia da
lepra, em 30 de dezembro de 1920, entre as suas clausulas, encontrava-se uma que
autorizava o financiamento para a construcdo do primeiro leprosario federal,
Lazaropolis do Prata, no estado do Para, este jA se destacava como um foco

importante da doenca no contexto nacional (ARAUJO, 1956).



Na Il Conferéncia Internacional de Leprologia ocorrida em Estrasburgo,
Franca em 1923 foi citado pelo entdo delegado do Brasil, Professor Eduardo
Rabello, inspetor de Profilaxia da Lepra e das doencas venéreas, que existiam no
Brasil dois focos principais da hanseniase, um no norte, nos estados do Para e
Maranh&o, e outro no centro, nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo (ARAUJO,
1956).

O Lazaropolis do Prata foi fundado em 1924 ap6s uma visita de Souza-
Araujo no Hospicio dos Lazaros de Tucunduba, localizado no bairro do Guaméa no
municipio de Belém, onde observou alagamentos constantes no periodo de inverno.
Decidiu entdo que o Instituto do Prata, localizado no municipio de lgarapé-Acu seria
o local ideal para a instalacdo da primeira colénia agricola fundada no Brasil e
recebeu 0 apoio do governo Souza Castro (AMADOR, 2004; ARAUJO, 1924; 1956)

Embora existisse um grande ndimero de internos no Lazarépolis do Prata,
as taxas da doenca, incidéncia e prevaléncia, continuavam altas o que levava a uma
situacdo preocupante. Um novo abrigo, mais proximo da capital, onde se
concentrava um grande numero de doentes, foi inaugurado, tratava-se da “Coldnia
de Marituba” em 1942, localizada na época no municipio de Ananindeua, onde até
os dias de hoje funciona a Unidade Especial Abrigo Jodo Paulo Il, ainda referéncia
estadual no tratamento da hanseniase. Os doentes do interior ainda eram
encaminhados para a Colonia do Prata (GAMA,; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2004).

A politica de controle da hanseniase prop6s a extincdo das colbnias de
leprosos no pais em 1976, uma vez que ndo havia mais necessidade de segregar ou
isolar os doentes e sim tratd-los ambulatorialmente (GAMA; OLIVEIRA; OLIVEIRA,
2004).

Atualmente todos os paises sul-americanos tém hanseniase com excegao

do Chile. O Brasil € o que apresenta a prevaléncia mais alta. (WHO, 2007).

A taxa de prevaléncia da hanseniase no Brasil caiu de 19 casos/10.000
habitantes, em 1985, para 1,48 casos em 2005. No inicio de 2007, o Brasil

encontrava-se entre 0s principais paises que ndo conseguiram atingir a meta de



menos de uma caso para 10.000 habitantes, ficando em primeiro lugar em taxa de
prevaléncia e incidéncia. Embora tenha ocorrido um significativo decréscimo, a
doenca mantém-se como um problema de saulde publica no pais (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Devido ao aumento significativo na prevaléncia registrada no inicio de
2007 atividades tém sido feitas para melhorias na qualidade dos cuidados, e
expansdo da cobertura de servicos de atencdo especializada, principalmente em
nivel de periferia (WHO, 2007).

4.4 DIAGNOSTICO DA HANSENIASE

O diagnodstico de caso de hanseniase na atencdo basica de saude é
essencialmente clinico por meio do exame dermatoneurolégico para identificar
lesbes ou areas de pele com alteracdo de sensibilidade e/ou comprometimento de
nervos periféricos (sensitivo, motor e/ou autonémico) (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE, 2002; 2007).

Os casos com suspeita de comprometimento neural sem lesdo cutanea
(suspeita de hanseniase neural pura) e aqueles que apresentam area(s) com
alteracdo sensitiva e/ou autondmica sem lesdo cutanea evidente deverdo ser
encaminhados para unidades de saude de maior complexidade para confirmacao
diagndstica (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2002; 2007).

4.4.1 Esfregacos de pele

A confirmagédo diagnostica consiste na deteccdo microscopica do bacilo
em esfregacos teciduais, corados pelo método Ziehl-Neelsen, associado com a
evolugao clinica e histopatolégica (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

4.4.2 Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A amplificagdo do DNA através da reacdo em cadeia pela polimerase

(PCR) tem sido utilizada para amplificar varias sequéncias genémicas do M. leprae



para melhorar a deteccdo do gene quando baixos numeros da bactéria estdo
presentes (ALMEIDA et al., 2004).

A PCR é um método rapido, facil e confiavel para a investigacao de rotina
da infeccdo por micobactéria, mesmo quando a doenca ainda & assintomética. O
diagndstico pode ser obtido a partir de simples bidépsia ambulatorial e secre¢éo nasal
(PONTES et al., 2008; SANTOS et al., 2007).

4.4.3 Reagdo de Mitsuda

A mitsudina, nome adotado no Brasil para a lepromina, € uma suspensao
esterilizada de bacilos de Hansen mortos pelo calor, extraidos mecanicamente de
hansenomas de pacientes virgens de tratamento ou de tecidos de tatus infectados
por M. leprae (BEIGUELMAN, 2002).

A denominacdo mitsudina foi adotada no Brasil para homenagear
Kensuke Mitsuda, o primeiro a relatar, na Ill Conferéncia Internacional de
Hanseniase, realizada em 1923, em Estrasburgo, os resultados das experiéncias em
larga escala com a suspensdao de M. leprae, que ele vinha fazendo (MITSUDA,
1923). Atualmente, a preparacédo da mitsudina obedece a normas de padronizacéo e
seguranca recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude (TALHARI et al.,
2006).

A reacdo de Mitsuda €, regra geral, permanentemente negativa em
individuos com hanseniase virchowiana, predominantemente positiva em individuos
com hanseniase tuberculoide e frequentemente negativa em pacientes dimorfos.
Nos pacientes com hanseniase indeterminada, a distribuicdo das respostas positiva

e negativa variam de acordo com a amostra estudada (BEIGUELMAN, 2002).
4.4.4 Testes soroldgicos
Os PGL I, I e Il sdo antigenos agrupados em polipeptideos,

lipossacarideos, glicolipopeptideos e glicolipidios fendlicos. Esses antigenos

conferem especificidade as micobacterias. Os PGL-I sdo antigenos mais especificos



do M. leprae e interferem na resposta imunolégica do hospedeiro (HUNTER;
BRENNAN, 1981).

O PGL-I pode ser detectado em tecidos infectados de seres humanos e
de tatus, indicando que esses componentes podem persistir por longo periodo,
mesmo apods o bacilo ter sido degradado e eliminado. A porcédo terminal 3,6 — di-O-
metil glucose do PGL-I ainda nédo foi detectada em nenhuma outra molécula natural
constituindo-se na chave para a alta especificidade da resposta humoral durante o
processo de infeccdo (MADEIRA, 2000).

Na hanseniase virchowiana, a producdo dos antigenos PGL-l e LAM
(Lipoarabinomanana) pelo bacilo, no interior do macréfago, favorecem o escape do
mesmo a oxidacao intramacrofagica, pois estes possuem fungcdo supressora da
atividade do macréfago e permitem a sua disseminacgdo, caracterizado por um alto
indice bacilar (ARAUJO, 2003; DOUGLAS et al., 2004 ).

Diversos autores tém utilizado o PGL-I, assim como antigenos semi-
sintéticos, para deteccdo precoce da hanseniase, em pacientes com infeccdes
subclinicas e em contatos domiciliares, utilizando-se de métodos diagndsticos
sorolégicos. Ambos, PGL-I nativo e o agucar sintético, sdo capazes de reagir com
IgM de modo especifico em pacientes com hanseniase (AMADOR, 2004; ARAOZ et
al. 2006; BUHRER-SEKULA et al., 2003; DUTHIE, et al.,, 2007; ESCOBAR-
GUTIERREZ et al., 1993).

4.4.4.1 Técnica de Imunoabsorcao Ligada a Enzima (ELISA)

O ensaio de Imunoabsorcdo Ligado a Enzima (ELISA, enzyme linked
immunoabsorbent assays) é realizado fixando-se o anticorpo (ou antigeno) a uma
superficie, geralmente a uma placa com orificios, e a amostra do teste é aplicada, o
material ligado é detectado por um segundo anticorpo marcado enzimaticamente.
Baseia-se na resposta dos anticorpos IgM ao glicolipidio fendlico especifico ao
M.leprae (PGL-I) (BOBROW et al., 1989; DOUGLAS et al., 2004; DUTHIE et al.,
2007; GROATHOUSE et al., 2006).



4.4.4.2 Teste Dipstick ou Teste de Fita Simples

Este teste sorologico, que pode ser utilizado para diagnéstico auxiliar,
classificacéo, identificacdo de contatos com alto risco de desenvolver a hanseniase
e inquéritos epidemiologicos, baseia-se na identificagdo de anticorpos IgM
especificos para o epitopo imunodominante 3,6-di-O-dimetil-glicopirasonil do
componente trissacarideo do antigeno glicolipideo fendlico PGL-I do M. leprae
(BUHRER-SEKULA et al., 2000; BUHRER-SEKULA et al., 2001).

4.4.4.3 Teste ML Flow: Teste do Fluxo Lateral

O ML Flow foi desenvolvido com a finalidade de se detectar rapidamente
0s anticorpos IgM especificos ao M. leprae no soro humano, ou em amostras de
sangue total. E um instrumento pratico para a vigilancia epidemioldgica da
hanseniase e a classificacdo dos pacientes hansénicos objetivando adequar o
tempo de tratamento (BUHRER-SEKULA et al., 2003; GOULART et al., 2008).

4.4.4.4 Teste de Aglutinacédo de Particulas (MPLA)

O Teste de Aglutinacao de Particulas (MPLA) baseia-se na aglutinacéo de
glébulos de gelatina recobertos por uma camada de trissacarideo sintético pelos
anticorpos anti-PGL-I e tem como principio basico a reacéo antigeno anticorpo. Pode
ser utilizado para grandes inquéritos epidemioldégicos e em laboratorios pouco
equipados. Trata-se de teste pratico e rapido e que ndo necessita de equipamentos
de alta tecnologia (ESCOBAR-GUTIERREZ et al., 1993; IZUMI et al., 1990).

4.5 CARACTERISTICAS CLINICAS E CLASSIFICACAO DA HANSENIASE

A hanseniase mostra um complexo espectro de formas clinicas.
Considerada uma doenca bipolar ela passa a ser determinada pela resposta
imunologica celular do hospedeiro, se apresentando no homem com multiplicidade
de sinais e sintomas, relacionados ao tempo de tratamento adequado, o que

resultou em varias classificagdes propostas ao longo dos anos. Numerosos critérios



foram propostos na tentativa de abordar seus aspectos clinicos, evolutivos,
terapéuticos e prognosticos (BRASILEIRO FILHO, 2006; PARDILLO et al., 2007).

4.5.1 Classificacdo de Madri

Em 1953, o VI Congresso Internacional de Leprologia, realizado em
Madrid, estabeleceu a classificacdo de hanseniase segundo sua tendéncia de
evoluir em direcdo a um dos seus polos, encontrando-se duas formas polares e dois
grupos: formas tuberculoide e virchoviana e grupos indeterminados e dimorfo
(CONGRESSO INTERNACIONAL DE LEPROLOGIA, 1953).

Segundo este evento, a classificacdo dos casos de lepra deveria se
basear em critérios clinicos, bacteriolégicos, imunoldgicos e histopatdlogicos
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1960).

A classificacdo tem inicio com uma forma precoce ou indeterminante da
doenca chamada de hanseniase indeterminada (HI). A hanseniase tuberculoide (HT)
e a hanseniase lepromatosa (HL), esta ultima também conhecida como virchowiana,
sdo as duas formas polares e estaveis da doenca. Entre os polos HT e HL, existem
as formas instaveis da lepra, sdo elas boderline tuberculoide, boderline boderline e
borderline lepromatosa (BT, BB, e BL, respectivamente) (BRASILEIRO FILHO, 2006;
GOMES; FRADE; FOSS, 2007; OPROMOLLA, 2005).

4.5.2 Classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)

Com objetivo de simplificar e facilitar a aplicacdo dos protocolos
terapéuticos, através do uso da poliquimioterapia, a OMS ja propds diferentes
classificagOes. Atualmente, os pacientes séo divididos em dois grupos, por meio da
contagem de lesBGes cutadneas. Os casos de hanseniase com ate cinco lesbes de
pele sdo classificados como paucibacilares (PB), e aqueles com seis ou mais lesdes
cutaneas como multibacilares (MB). A baciloscopia, quando for realizada e positiva,
classifica 0 caso como MB, independentemente do numero de lesGes cutaneas
(AMADOR, 2004).



O Ministério da Saude do Brasil propds o modelo operacional de
classificagdo, designando como paucibacilar (PB) e multibacilar (MB), para os
pacientes com baciloscopia negativa e positiva respectivamente (GOMES; FRADE;
FOSS, 2007).

4.5.3 Classificacéo de Ridley e Jopling

Na década de 1960 Ridley e Jopling propuseram um esquema de
classificacdo com base histologica para a hanseniase que variavam em severidade,
0 que representou um avanco no entendimento da patologia da hanseniase
(RIDLEY; JOPLING, 1966).

Os grupos foram divididos segundo os critérios clinicos, histoldgicos,
bacteriologicos e imunoldgicos. E considerada atualmente a mais precisa, sendo a

mais utilizada em pesquisa (SILVA, 2008).

O esquema proposto na figura 5 correlaciona as caracteristicas clinicas,
imunolégicas e patolégicas e suas subdivisbes com o numero de bacilos acidos-
resistentes presentes na derme, geralmente expressados em uma escala logaritmica
pelo indice baciloscopico (PARDILLO et al., 2007).

IC | IC ?

IB ¢ DIIII:I IB |

VvV BV BB BT TT

Figura 5 - Representacéo da variacdo da resposta imunoldgica ao longo do espectro da classificacao
de Ridley & Jopling; a imunidade celular (IC) € inversamente proporcional ao indice baciloscépico (IB)
VV — forma clinica virchowiana; BV, BB, BT — formas clinicas borderline; TT — forma clinica
tuberculoide.

Fonte: Mendonga et al., 2008.



4.5.4 Formas clinicas

4.5.4.1 Hanseniase Indeterminada (HI)

As lesbes da hanseniase indeterminada (HI), que € considerada uma
forma precoce ou indeterminante da doenca, surgem ap6s um periodo de incubacéo
gue varia, em meédia, de dois a cinco anos. Estas leses podem evoluir para a cura
ou para outras formas clinicas, em qualquer ponto do espectro (ARAUJO, 2003;
GUNATILAKE; SETTINAYAKE, 2004).

Esta forma da doenca caracteriza-se pelo aparecimento de uma Unica ou
um numero muito pequeno de manchas hipocrdomicas (Figura 6), que podem se
localizar em qualquer area e com discreta alteracdo de sensibilidade, como é&reas de
hipoestesia discreta na pele, e a transpiracdo ou crescimento de pelos nessas areas
geralmente ndo sdo alteradas (ARAUJO, 2003; BRASILEIRO FILHO, 2006;
PARDILLO et al., 2007).

Figura 6 - Hanseniase indeterminada. Mancha hipocrdmica na face posterior do antebraco, préximo a
articulacéo do cotovelo (realgada pela elipse).

Fonte: Dermatology Atlas. Disponivel em: <http://www.atlasdermatologico.com.br/> Acesso em: 20
fev. 20009.

Na maioria dos individuos infectados, apenas a sensibilidade térmica
encontra-se ausente. Ndo ha comprometimento de troncos nervosos nesta forma
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clinica, apenas de ramusculos nervosos cutaneos. A pesquisa de BAAR revela-se
negativa, podendo ser também classificada como paucibacilar (BRASILEIRO FILHO,
2006; PARDILLO et al., 2007).

4.5.4.2 Hanseniase Tuberculoide (HT)

Os pacientes que se encontram no polo tuberculoide da doenca sao
caracterizados por uma forte resposta imunologica local mediada por células e um
indice baciloscopico proximo de zero nas lesfes (WALKER; LOCKWOOD, 2006).

Nesta forma clinica, pode-se encontrar uma Unica lesdo ou ainda lesdes
cutdneas localizadas aleatoriamente, bem delimitadas, em numero reduzido, e
anestésicas. O tamanho das lesGes pode variar de menos de 1 centimetro de
didmetro até aquelas que recobrem toda a superficie de uma estrutura do corpo
como bochechas, coxas ou nadegas (GUNATILAKE; SETTINAYAKE, 2004).

A principio as lesdes apresentam-se planas e eritematosas, mas
aumentando e desenvolvendo formas irregulares com margens endurecidas,
delimitadas, elevadas e hiperpigmentadas e no centro hipocrébmicas, com perda
sensorial. Seu crescimento centrifugo lento leva a atrofia no interior da leséo, que
pode, ainda, assumir aspecto tricofitdide, com descamacdo das bordas, o que é
caracteristico da hanseniase tuberculoide (KUMAR; FAUSTO; ABBAS, 2005;
PARDILLO et al., 2007).

Observam-se, ainda, a variedade infantil (Figura 7) e a forma neural pura
(Figura 8). A primeira manifesta-se em criangas conviventes com portadores de
formas baciliferas e localiza-se principalmente na face. Pode se manifestar como
nodulos, placas, lesdes tricofitoides ou sarcoidicas (ARAOZ et al., 2006; KUMAR,;
FAUSTO; ABBAS, 2005).



Figura 7 — Crianga com hanseniase. Mancha caracteristica, hipocrémica, geralmente Unica, localizada
na face (seta).
Fonte: WHO, 2007. Disponivel em: <http://www.who.int/lep/en/>. Acesso: 18 set. 2008.

As manifestagbes neurais da doenca antecedem as cutadneas, como
alteracdes sensitivas, com a perda da sensibilidade térmica, dolorosa e tatil. Com a
progressédo observam-se também alteracbes motoras e a presenca de amiotrofias,
retracbes de tendbes e diminuicdo da amplitude de movimento articular
(BRASILEIRO FILHO, 2006; GOMES; FRADE; FOSS, 2007).

As manifestacbes neurologicas sao varidveis dependendo da forma
clinica de cada paciente e podem ser agravadas durante o tratamento
poliquimioterdpico. Isto se deve a maior exposicdo antigénica, ocasionada pela
destruicdo bacilar provocada pela terapéutica. Podem existir danos aos troncos
nervosos nas proximidades das lesdes da pele, e por vezes um quadro doloroso
associado a edema ou aumento de nervos periféricos caracterizando as neuropatias
(GOMES; FRADE; FOSS, 2007; JARDIM et al., 2007).

Na forma neural pura, ndo se encontram lesGes cutaneas, exceto areas
de hipoestesias. H4 espessamento do tronco nervoso (Figura 8) e dano neural
(GUANATILAKE; SETTINAYAKE, 2004; ANTUNES et al., 2006).



Figura 8 - Espessamento do nervo auricular. Forma neural pura. Seta indicando nervo com diametro
visivelmente aumentado.

Fonte: GUNATILAKE; SETTINAYAKE, 2004. Disponivel em: <http://pn.bmj.com/cgi/reprint/4/4/194>.
Acesso em: 27 mar. 2008.

A HT, juntamente com a HI, constituem as formas paucibacilares da
hanseniase. Apesar da possibilidade de cura espontanea na HT, a orientacdo é de
gue 0s casos sejam tratados para reduzir o tempo de evolucdo da doenca e o risco
de dano neural (ARAOZ et al., 2006; KUMAR; FAUSTO; ABBAS, 2005).

4.5.4.3 Hanseniase Lepromatosa (HL)

No polo lepromatoso ou Virchowiano, admite-se que a hanseniase possa
evoluir a partir da forma indeterminada ou se apresentar como tal desde o inicio.
Trata-se de forma multibacilar, reconhecida por corresponder ao polo de baixa
resisténcia, dentro do espectro imunologico da doenca e representa nos casos
virgens de tratamento, importante foco infeccioso ou reservatério da doenca
(ARAUJO, 2003; WALKER; LOCKWOOD, 2006).

Os pacientes apresentam um alto indice baciloscépico devido a uma fraca
resposta imunologica sistémica de células T e uma forte resposta humoral. Portanto,
manifesta-se naqueles individuos que apresentam imunidade celular deprimida para
0 M. leprae. Sua evolucao cronica caracteriza-se pela infiltracdo progressiva e difusa

da pele, mucosas das vias aéreas superiores, olhos, testiculos, nervos, podendo



afetar, ainda, os linfonodos, o figado e o baco (ARAOZ et al., 2006; ANTAS et al.,
2004b; BRASILEIRO FILHO, 2006).

Na pele, descrevem-se papulas, ndédulos e maculas. A infiltracdo é difusa
e mais acentuada na face e nos membros (Figura 9). A pele torna-se luzidia,
xerdtica, com aspecto apergaminhado e tonalidade semelhante ao cobre. Ha
rarefacdo dos pelos nos membros, cilios e supercilios. A queda de pelos nesse local
chama-se madarose. A infiltracdo da face, incluindo os pavilhdes auriculares, com
madarose e manutencdo da cabeleira, forma o quadro conhecido como fécies
leonina (ARAOZ et al., 2006; ANTAS et al, 2004b; BRASILEIRO FILHO, 2006).

Figura 9 - Hanseniase lepromatosa. Infiltragdo difusa em membro inferior com lesGes dermatologicas
(papulas, maculas e nédulos)
Fonte: Dermatology Atlas. Disponivel em: http://www.atlasdermatologico.com.br/ Acesso em: 20 fev.

de 2009.

O comprometimento nervoso ocorre nos ramusculos da pele, na
inervagdo vascular e nos troncos nervosos. Estes Ultimos vao apresentar

deficiéncias funcionais e sequelas tardias. S&o sinais precoces de HV, a obstrucao
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nasal, rinorréia serossanguinolenta e edema de membros inferiores. (ARAOZ et al.,
2006; BRASILEIRO FILHO, 2006; MENDONCA et al., 2008).

4.5.4.4 Hanseniase dimorfa (HD)

Caracterizada por sua instabilidade imunologica, podemos observar na
hanseniase dimorfa uma grande variacdo em suas manifestacdes clinicas.
Encontramos sinais patoldgicos, seja na pele, nos nervos ou ainda alteracdes
sistémicas, envolvendo outros 6rgédos. As lesdes da pele revelam-se numerosas e a
sua morfologia mescla aspectos de HV e HT, podendo haver predominancia ora de
um, ora de outro tipo, estas variacdes ocorrem devido aos fenbmenos reacionais ou
reacoes hansénicas (BRASILEIRO FILHO, 2006).

Esta forma clinica, também conhecida como boderline, compreende
placas eritematosas, manchas hipocromicas com bordas ferruginosas, manchas
eritematosas ou acastanhadas (Figura 10), com limite interno nitido e limites
externos imprecisos, placas eritemato-ferruginosas ou violaceas, com bordas
internas nitidas e limites externos difusos (lesbes foveolares) (ARAUJO, 2003;
BRASILEIRO FILHO, 2006; SANTOS et al., 2005)..

Figura 10 - Hanseniase Boderline ou Dimorfa. Individuo apresentando placas eritematosas, bordas
nitidas e interior hipocrémico.

Fonte: Dermatology Atlas. Disponivel em: http://www.atlasdermatologico.com.br/ Acesso em: 20 fev.
de 2009.
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Ha infiltracdo assimétrica da face, dos pavilhdes auriculares, e presenca
de lesbes no pescocgo e nuca. As lesdes neurais sdo precoces, assimétricas e, com
frequéncia, sdo incapacitantes. A pesquisa de BAAR pode ser negativa ou positiva
com indice bacilar variavel (ARAUJO, 2003; SANTOS et al., 2005).

Nas reacOes hansénicas observamos uma variacdo da resposta
imunologica do individuo ao patdégeno e pode ocorrer de forma que é denominada
de reacdo do tipo | ou reacdo reversa (RR), caracterizada por uma degradacdo
progressiva da imunidade celular mediada por uma resposta humoral em paralelo
com o aumento do indice baciloscopico, do tipo interpolar BT (boderline
tuberculoide) em direcdo ao tipo interpolar BL (boderline lepromatoso) da
hanseniase, que € marcado por uma melhoria da resposta imune celular, onde
frequentemente ocorre dano neural, e tem maior incidéncia em individuos co-
infectados e imunossuprimidos (ARAUJO, 2003; JUNQUEIRA; CAIXETA, 2008;
DEPS; LOCKWOOD, 2008).

E frequente alguns pacientes com hanseniase BL desenvolver uma
reacdo do tipo Il, ou eritema nodoso da hanseniase (ENH), uma condicdo dolorosa,
inflamatdria, mediada imunologicamente. Tanto a reac&o inversa e o eritema nodoso
da hanseniase podem ocorrer antes, durante e apos PQT (ARAOZ et al., 2006;
BRASILEIRO FILHO, 2006; FOSS, 2003).

4.6 ASPECTOS IMUNOLOGICOS E IMUNOPATOLOGICOS

Como visto anteriormente o quadro clinico e distribuicdo espectral das
formas clinicas da hanseniase serdo determinados pelo tipo de resposta imunoldgica
do individuo ao M. Leprae. No polo de resisténcia, hanseniase tuberculoide, foram
detectadas as citocinas indutoras da reacao inflamatoria (FOSS, 2003; MENDONCA
et al., 2008).

No polo onde ocorre uma maior suscetibilidade, a hanseniase
virchowiana, apresenta depressdo da resposta imunoldgica celular, associada ao
aumento da producgdo de citocinas supressoras e reducdo dos niveis de citocinas

ativadoras da resposta imunologica. Ha, ainda, menor producdo de elementos



responsaveis pela oxidagdo intracelular, como intermediarios do nitrogénio (RNI),
avaliada pela expressdo da enzima Oxido nitrico sintase induzida (iINOS)
(MENDONCGCA et al., 2008).

Esta resposta imunoldgica é possivel devido a algumas propriedades
especificas do sistema imunologico do individuo (SANTOS et al., 2005).

A primeira propriedade seria uma extrema especificidade, ou seja, a
capacidade de reconhecer e distinguir um enorme numero de diferentes moléculas-
alvo e responder (ou ndo) a cada uma delas individualmente (ABBAS; LICHTMAN,
2005; SANTOS et al., 2005).

A segunda propriedade seria a capacidade que o sistema imunoldgico
tem de discriminar entre o proprio e ndo-préprio, de modo que, em condicdes
normais, relaciona com inumeras proteinas e outros materiais organicos que
compdem o hospedeiro, mas que respondem vigorosamente contra substancias
estranhas (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Por ultimo, sabemos que o sistema imunolégico é dotado de memoria, isto
€, tem a capacidade de ser condicionado pelas suas experiéncias, de modo que
qualquer encontro subsequente com um patégeno estranho ird provocar uma
resposta mais rapida e mais amplificada do que ocorreu no primeiro encontro
(ABBAS; LICHTMAN, 2005; KUNKEL; BUTCHER, 2002; SANTOS et al., 2005).

A resposta imunoldgica inicial, ou seja, a primeira linha de defesa contra
patégenos € realizada pela resposta inata, composta pela barreira formada pela
pele, pelas mucosas integras, por fatores sollveis plasmaticos como lisozimas,
sistema do complemento, proteinas, citocinas e células fagocitarias (macréfagos,
neutréfilos e eosindfilos, e células natural Killer - NK), porém, muitos
microorganismos desenvolveram estratégias para resistir a imunidade inata (ABBAS;
LICHTMAN, 2005; MENDONCA et al., 2008).

A primeira linha de interagéo entre o M. leprae e 0 homem é mediada por

receptores das células do hospedeiro, os receptores de reconhecimento de padrdes



(PRR) que irdo reconhecer os padrdes moleculares das micobactérias, como
exemplo desse tipo teremos os receptores Toll-like (TLRs) que s&o essenciais para o
reconhecimento de patdgenos pelos macrofagos e pelas células dendriticas durante
a resposta da imunidade inata (ARAUJO, 2003; MENDONCA et al., 2008; KANG et
al., 2004; MAEDA et al., 2005).

Para o reconhecimento de micobactérias, entre cerca de dez TLRs que ja
foram identificados, os heterodimeros TLR2-TLR1, os homodimeros TLR2 e TLR4
parecem ser importantes (MENDONCA et al., 2008; KANG et al., 2004; MAEDA et
al., 2005).

Se a imunidade inata ndo conseguir eliminar o agente agressivo, esta
ainda sera importante na sinalizacdo da presenca de uma infeccdo contra a qual
uma resposta imunoldgica devera ser montada. A imunidade adaptativa € entdo
mobilizada, sendo mais desenvolvida e especifica distinguindo-se pela sua memoaria
(ABBAS; LICHTMAN, 2005; ARAUJO, 2003; BOES, 2000; KUNKEL; BUTCHER,
2002).

Existem dois tipos de respostas imunoldgicas adaptativas ou adquiridas, a
imunidade humoral e a imunidade celular. As células responsaveis pelo
reconhecimento especifico do antigeno séo os linfocitos, divididos, segundo a
expressao fenotipica de suas moléculas de superficie e diferencas funcionais, em
linfécitos T e B (ABBAS; LICHTMAN, 2005; KUNKEL; BUTCHER, 2002).

A imunidade humoral € mediada pelas moléculas presentes no sangue e
nas secre¢bes das mucosas, conhecidas como anticorpos e produzidas pelos
linfocitos B. Ja os linfocitos T séo responsaveis por mediar a imunidade celular, que
promove a destruicdo dos patdgenos intracelulares (dentro de células fagocitérias),
ou ainda a destruicdo das células infectadas para eliminar os reservatérios da
infeccéo (ABBAS; LICHTMAN, 2005; BOES, 2000).

Para que ocorra a resposta imunologica especifica é necessario que
exista o encontro do antigeno com uma célula apresentadora de antigeno (APC). As

principais ceélulas apresentadoras de antigenos sé@o as células de Langerhans



epidérmicas e macréfagos, que expressam na sua superficie o complexo principal de
histocompatibilidade (MHC). Estas células apresentardo o antigeno a um linfécito T
e, dependendo da classe antigénica do complexo MHC, a ativacao ocorrera para
células T auxiliares (linfocito TCD4"), no caso de MHC de classe Il ou céluas T
supressoras (linfocito T citotoxico CD8") em MHC classe | (ABBAS; LICHTMAN,
2005; SPELLBERG; EDWARDS, 2001).

As células do sistema imunoldgico, quando ativadas passam a produzir
proteinas, de forma autolimitada, que atuam como modificadoras da resposta
biologica a antigenos, chamadas de citocinas (YOSHIE; IMAI; NOMIYAMA, 2001).

As citocinas sao importantes mediadores que tem um papel fundamental
na imunorregulacdo da resposta de leucdcitos. Trata-se de proteinas polipeptidicas,
secretadas pelas células da imunidade inata e adaptativa em resposta a
microorganismos e outros antigenos, que medeiam muitas funcdes dessas células
(ABBAS; LICHTMAN, 2005; SPELLBERG; EDWARDS, 2001; ZLOTNIK; YOSHIE,
2001).

As citocinas que sao sintetizadas por leucécitos e atuam interferindo na
resposta de outro leucocito sdo chamadas, com poucas excec¢des, de interleucinas
(ABBAS; LICHTMAN, 2005; KUNKEL; BUTCHER, 2002; SPELLBERG; EDWARDS,
2001).

A natureza da resposta das células T e especificamente os tipos de
citocinas produzidos pelas células T ativadas sdo importantes na determinagédo das
lesbes e da infeccdo clinica pelo M. leprae, assim como na progressdo da
hanseniase. Portanto, os linfocitos T CD4" tem capacidade de induzir as respostas
celular ou humoral, relacionadas com os tipos de citocinas secretadas
proporcionando o desenvolvimento das respostas em TH1 e TH2, com atividades
imunorreguladoras especificas (ANTAS et al., 2004a; ABBAS; LICHTMAN, 2005;
MENDONCA et al., 2008).



O sistema imunoldgico reage eficazmente as micobactérias pela formacéo
de granulomas. Esta bactéria sobrevive a fagocitose e multiplica-se inclusivamente
dentro dos macrofagos (ABBAS; LICHTMAN, 2005; RAUPACH; SHE, 2001).

Se houver uma reacdo TH1, citotoxica, com formacdo de granulomas
sequestradores da bactéria e com destruicdo dos macrofagos infectados, a doenca
torna-se quase benigna e ndo é capaz de progredir: é a lepra tuberculoide (ANTAS
et al., 2004a; ABBAS; LICHTMAN, 2005; SPELLBERG; EDWARDS, 2001).

Ha predominio de células T auxiliares CD4+ e citocinas TH1, como IL-2,
onde o IFN-y e o TNF-a sdo considerados ser essenciais para a ativagao dos
macrofagos e para o controle da replicacdo da micobactéria e a formacdo de
granulomas respectivamente (ALGOOD; LIN; FLYNN, 2005; ANTAS et al., 2004a;
SPELLBERG; EDWARDS, 2001; WALKER; LOCKWOOD, 2006).

Se no entanto for ativada uma resposta TH2, humoral, com producéo de
anticorpos, ndo ha formacédo de granulomas e a bactéria dissemina-se, surgindo a
hanseniase virchowiana ou hanseniase tipica ou ainda hanseniase lepromatosa
(ABBAS; LICHTMAN, 2005; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002).

Nas les6es virchowianas o predominio € de células T supressoras (CD8")
e citocinas TH2, como IL-4, IL-5 e IL-10, apresentando um alto indice baciloscépico
e um importante foco de disseminacdo da doenca (GOULART; PENNA; CUNHA,
2002; MENDONCA et al., 2008).

4.6.1 Citocinas envolvidas no perfil de resposta imunoldgica TH1

O interferon-gama (IFN-y) é uma proteina homodimérica produzida por
células NK, células TH1 CD4+ e células TCD8+. Sua secrecédo pelas células NK
ocorrem, na imunidade inata, em resposta ao reconhecimento de componentes
desconhecidos de microorganismos ou em resposta a IL-12. Na imunidade
adaptativa, as células T produzem IFN-y em resposta ao reconhecimento antigénico,
e a producdo € acentuada por IL-12 e IL-18 (ABBAS; LICHTMAN, 2005; HERRERA
et al., 2008; ROA et al., 2008).



Entre as ac¢bes bioldgicas, podemos dizer que o IFN-y participa da
ativacdo de macrofagos pelas células T e NK para eliminar microorganismos
fagocitados, ativando a transcricdo dos genes que codificam as enzimas necessarias
para a geracdo de intermediarios reativos do oxigénio e nitrogénio (SPELLBERG;
EDWARDS, 2001; WALKER; LOCKWOOQOD, 2006).

Outra acdo atribuida ao IFN- y é estimular a expressdo de moléculas
MHC da classe | e da classe Il e co-estimuladores em APCs, acentuando a
apresentacdo de antigeno associada ao MHC, assim também como ativador de
células do endotélio vascular na media que potencializa muitas das a¢des do TNF-a
em células endoteliais, promovendo a adesdo e o extravasamento de linfécitos T
para os locais da infeccdo (ABBAS; LICHTMAN, 2005; CONDE et al., 2004; LIMA et
al., 2007).

O IFN-y promove a diferenciacdo de células TCD4+ naive para a
subpopulacdo TH1 e inibe a proliferacdo de células TH2, o que € imprescindivel para
a determinacao da forma clinica da hanseniase, e também age nas células B para
promover a troca para certas subclasses de IgG (CONDE et al., 2004; LIMA, et al.,
2007; WALKER; LOCKWOOD, 2006;).

Segundo Cardoso et al. (2002 apud ANTAS et al., 2004a, p. 54) sao
encontrados elevados indices de IFN-y no PPD (derivado de proteina purificado)
positivos, em individuos controles saudaveis, como se pode esperar de uma area

endémica de co-infeccdo de tuberculose e hanseniase.

O TNF-a é o principal mediador da resposta inflamatéria aguda contra
patdgenos infecciosos e embora células T estimuladas por antigeno, células NK e
mastoécitos, possam secretar essa proteina, sua principal fonte celular é constituida
por fagocitos mononucleares ativados. O IFN-y, produzido por células T e células
NK, aumenta a sintese de TNF-a por macréfagos estimulados por lipolissacarideos
(GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; PFEFFER, 2003; STEFANI et al., 2003).



A principal funcdo fisiolégica do TNF-a é estimular o recrutamento de
neutréfilos e mondcitos para locais de infeccao e ativar essas células para erradicar
microorganismos, contribuindo para a formacdo de granulomas (ANTAS et al.,
2004b; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; PFEFFER, 2003).

H4, entretanto na hanseniase, uma resposta imunolégica celular capaz de
fagocitar e destruir os bacilos, mediada por citocinas (TNF-a, IFN- y) e mediadores
da oxidacdo, como os reativos intermediarios do oxigénio (ROI), e do nitrogénio
(RNI) fundamentais na destruicdo bacilar no interior dos macréfagos (ANTAS et al.,
2004; ARAOZ et al., 2006; WALKER; LOCKWOOD, 2006).

Macréfagos ativados podem ser identificados através da imunomarcacao
de CD68. As moléculas CD, cluster differentiation, sdo moléculas da superficie
celular expressas em varios tipos de células do sistema imunoldgico que séo
designadas pelo “grupo de diferenciacdo” ou numero CD (ABBAS; LICHTMAN,
2005; SEGERER et al., 2008).

A molécula CD68 também conhecida como microssialina, pertence a
familia das proteinas de membrana associadas aos fagossomos (LAMP) e a familia
dos receptores de depuradores. Embora possua funcdo ainda desconhecida, ela é
um importante marcador da resposta imunolégica celular jA que € expressa por
mondcitos, macrofagos, células dendriticas, granulécitos, linfécitos T ativados,
subconjunto de linfécitos B, sendo uma proteina intracelular com expressao fraca na
superficie (ABBAS; LICHTMAN, 2005; LOCKWOOD; COLSTON; KHANOLKAR-
YOUNG, 2002; SEGERER et al., 2008).

A funcdo do IFN- y seria ativar a transcricdo génica que codifica as
enzimas necessdarias para a geracado de intermediarios reativos do oxigénio e
intermediarios reativos do nitrogénio, fagdcito-oxidase e sintase indutora do 6xido
nitrico (iINOS), respectivamente, que sado responsaveis por destruir os bacilos que
estdo dentro dos fagolisosssomos (AMER; SWANSON, 2002.; GOULART; PENNA,;
CUNHA, 2002; PFEFFER, 2003).



Na hanseniase tuberculoide, a exacerbacdo da imunidade celular e a
producdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1 e TNF-a) impedem a proliferacéo
bacilar, mas podem se tornar lesivas ao organismo, causando lesdes cutaneas e
neurais, pela auséncia de fatores reguladores (ARAUJO, 2003; GOULART; PENNA;
CUNHA, 2002).

4.6.2 Citocinas envolvidas no perfil de resposta imunoldgica TH2

O aspecto imunopatolégico da hanseniase nas formas multibacilares,
caracterizado pela producao de anticorpos especificos contra o M. leprae em grande
guantidade, é ineficaz para a eliminacdo dos bacilos, o que € responsavel pela
grande manifestacao clinica neste polo do espectro (GOULART; PENNA; CUNHA,
2002).

A IL-10 é produzida pelos macréfagos ativados e € um exemplo de
regulador de feedback negativo ja que ela também atua como inibidora de
macréfagos ativados e células dendriticas, inibe a producédo de IL-12 por estas
células, que leva a diminuicdo da producédo do IFN-y, ocorrendo a inativagao de
células T e consequentemente a finalizacdo da imunidade mediada por células
(ABBAS; LICHTMAN, 2005; SPELLBERG; EDWARDS, 2001; TAYLOR et al., 2008).

A IL-10 assim como a IL-4, atuam como imunossupressoras, favorecem a
proliferacdo de bacilos integros e estdo associadas ao aumento do indice
bacteriologico em pacientes infectados por micobactérias (ANTAS et al., 2004b;
BARRETO et al., 2005).

A IL-4 é fundamental para o estimulo da producédo de IgE e tem um efeito
imunorregulatério negativo sobre a imunidade mediada por células, como um
antagonista do IFN- y. Estimula o desenvolvimento de células TH2 a partir de células
T auxiliares CD4+ naive, além de contribuir para o aumento de anticorpos antiPGL-I
em pacientes lepromatosos (ABBAS; LICHTMAN, 2005; GOULART; PENNA;
CUNHA, 2002; MENDONCA et al., 2008).



O fator transformador de crescimento beta (TGF-B) tem como papel
principal no sistema imunoldgico a inibicdo da proliferacdo e ativacdo de linfocitos e
outros leucdcitos. E secretado por células T estimuladas por antigeno, fagocitos
mononucleares ativados por LPS e muitos outros tipos celulares (ABBAS;
LICHTMAN, 2005; SPELLBERG; EDWARDS, 2001).

Assim como a IL-10, o TGF-f também é uma citocina macrofagica e
possui o perfil supressor dessa citocina. Ele é liberado pela presenca do bacilo, que
o utiliza como um mecanismo de evasdo da resposta imunolégica competente
inibindo os préprios macréfagos (ABBAS; LICHTMAN, 2005; GOULART; PENNA;
CUNHA, 2002; MENDONCA et al., 2008).

4.6.3 Aspectos histopatoldgicos

No exame histopatolégico da hanseniase € comum observar a presenca
de um aspecto inflamatério de reacdo de hipersensibilidade do tipo tardio com
fomacdo de granulomas (ANTAS et al., 2004b; JUNQUEIRA; CAIXETA, 2008;
MENDONCA et al., 2008).

A formacdo de granulomas é comum em infeccbes por microorganismos
persistentes e ocorre frequentemente associada a fibrose do tecido, o que pode
interferir com o seu funcionamento normal (ABBAS; LICHTMAN, 2005; KUNKEL,;
BUTCHER, 2002; RUSSELL; LEY, 2002; VON ADRIAN; MACKAY, 2000).

Como citado anteriormente a ativacdo de macrofagos por células de perfil
TH1 é mediada por IFN-y. Os macrofagos ativados sédo responsaveis por eliminar os
microorganismos fagocitados, estimulam a inflamagéo e reparam tecidos lesados.
Porém, caso os macrofagos nao consigam debledar a infecgcdo e houver persisténcia
por parte dos microorganismos, 0os macréfagos entdo ativados causardo leséo
tecidual e fibrose (ABBAS; LICHTMAN, 2005; BARRETO et al., 2005; KUNKEL;
BUTCHER, 2002; RUSSELL; LEY, 2002).

Os macréfagos ativados continuam a produzir citocinas, entre elas a IL-1,

a IL-12 e o TNF-q, e fatores de crescimento os quais progressivamente modificam o



ambiente tecidual local. Estas células também sofrem alteracdes em resposta aos
sinais persistentes das citocinas, como aumento do citoplasma e de organelas
citoplasmaticas, além de se fundir para formar células gigantes multinucleadas.
Estes macréfagos passam, entdo, a circundar fontes especificas de antigenos e
produzem noédulos de tecidos inflamatorios chamados granulomas (ABBAS;
LICHTMAN, 2005; ALGOOD; LIN; FLYNN, 2005; KUNKEL; BUTCHER, 2002,
RUSSELL; LEY, 2002).

A hanseniase apresenta como caracteristica histopatologica a formacgéo
de granulomas que diferem em seus polos tuberculoide e virchowiano. A
apresentacdo da doenca na forma virchowiana se deve ao grande numero de
bacilos ndo fagécitados pelos macréfagos, o que resulta em uma apresentacao
clinica disseminada. Na forma tuberculoide o numero de bacilos circulantes é
pequeno portanto a apresentacédo clinica se da de forma localizada como manchas
hipocrémicas e com perda de sensibilidade (ABBAS; LICHTMAN, 2005; ALGOOD;
LIN; FLYNN, 2005).

O granuloma tuberculoide é caracterizado por presenca de células
epitelidides diferenciadas, gigantdcitos tipo Langerhans e tipo corpo estranho, além
de linfocitos que se dispdem em torno do granuloma em densidade variavel e podem
ainda penetrar entre as células epitelidides. Estes granulomas geralmente se
dispdbem em toda a derme a partir da profundidade sob a forma de gomos bem
delimitados, que se interligam com gomos mais superficiais, progressivamente
menores, até a localizacdo subeptelial, mais raramente os granulomas atingem e
erosam a epiderme (ABBAS; LICHTMAN, 2005; ALGOOD; LIN; FLYNN, 2005;
FLEURY, 2005; 2006).

J4 os granulomas virchowianos sdo caracterizados, inicialmente, pela
presenca de macrofagos transformados, estes apresentam citoplasma abundante e
ndcleos vesiculosos pequenos e opacos. Estes granulomas se diferenciam dos
granulomas tuberculoides, pois ndo tem um arranjo concéntrico e nao sao
envolvidos por linfocitos apresentando um aspecto mais solto (ABBAS; LICHTMAN,
2005; ALGOOD; HAGGE et al., 2004; LIN; FLYNN, 2005; FLEURY, 2005; 2006).



4.7 FATORES GENETICOS

A hanseniase, apesar dos avancos obtidos com a introducdo da
poliquimioterapia como tratamento, ainda vem sendo considerada um grande
problema de saude publica. Por este motivo tém sido utilizados métodos de pesquisa
avancada a fim de verificar a importancia do componente genético na
susceptibilidade do hospedeiro a doenca (AMADOR, 2004; BEIGUELMAN, 2002;
PREVEDELLO; MIRA, 2007).

Trata-se de uma doenca de alta infectividade e baixa patogenicidade
onde se observa que cerca de 95% da populacdo apresenta imunidade contra o
patdgeno. Populacbes de algumas regifes apresentam uma maior incidéncia da
doenca o que € comum na maior parte territorial da Amazonia Legal (AMADOR,
2004; AQUINO et al., 2003; BEIGUELMAN, 2002; MIRA, 2007).

Estudos tém sido empregados, aqui no Brasil com inicio a partir da
década de 60, a fim de verificar a presenca de polimorfismos genéticos associados a
hanseniase, prevaléncia da doenca em determinadas populacbes e distancia
genética, distribuicdo familiar, acometimento da hanseniase em gémeos e estudos
genéticos sobre a reacdo de Mitsuda (BEIGUELMAN, 2002; BLEHARSKI et al.,
2003).

Estudos séo controversos quanto a associacdo de polimorfismos no braco
inferior do cromossomo 2 humano, no loco 2935, gene NRAMP1l, com a
susceptibilidade a hanseniase e a tuberculose, que é, também, uma doenca
infecciosa macrofago-dependente (ALCAIS et al., 2000; BEIGUELMAN, 2002;
GREENWOOD et al., 2000; HATAGIMA et al., 2001; MEISNER et al., 2001).

Bleharski et al. (2003) correlacionaram a expressao génica com a
classificacdo da doenca, para tal correlacdo foi utilizada a expressdao do gen
receptores da familia LIR (immunoglobulin-like receptor).

Polimorfismos nos gens TLR2 e TLR4 em humanos sao correlacionados

com um aumento da susceptibilidade de infeccdo bacteriana pelo patdégeno,



alterando a producéo de IL-2, IL-12 , IFN-y e TNF-a, que séo citocinas importantes
para a imunidade celular (KANG et al., 2004).

Mira et al. (2004) associaram polimorfismos de alelos do PARK2 e
PACRG a uma maior susceptibilidade a hanseniase, alteracdes nesses genes
também sao responsaveis pela doenca de Parkinson. Esse mesmo polimorfismo foi
considerado como fator de risco para o desenvolvimento da hanseniase em
pesquisas com pacientes hansénicos brasileiros, viethamitas e indianos
(MALHOTRA et al., 2008).



5 CASUISTICA E METODOS

5.1 CASUISTICA

Foram utilizados tecidos de pacientes com hanseniase e de individuos
saudaveis para controle da técnica imunoistoquimica. Os pacientes com hanseniase
eram procedentes de Unidades Basicas de Saude de Belém e de municipios
proximos e de ambulatorios médicos, devidamente matriculados e atendidos no

Nucleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do Para.

Todos os pacientes foram diagnosticados e classificados de acordo com
as normas recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS):
hipopigmentacdo ou lesdo na pele com perda de sensacgdo tatili e dolorosa
(observada ao indagar o paciente sobre a presenca ou ndo de sensibilidade ap6s
submeté-lo a uma alfinetada e/ou ao contato com tubos de ensaio quentes e frios
sobre a sua pele); envolvimento de nervos periféricos (observado pelo seu
espessamento apos palpacdo dos nervos cubital, popliteo, e outros); presenca na
linfa de bacilos alcool — acidos — resistentes.

Para serem incluidos na pesquisa era necessario que o paciente, no

momento da coleta do material, ndo tivesse iniciado o tratamento pela PQT.

Foram analisadas laminas de 29 pacientes hansenianos, sendo 13 da

forma tuberculoide, 16 da forma virchowiana.

5.2 ASPECTOS ETICOS

Os pacientes envolvidos no projeto foram esclarecidos do estudo através
do termo de consentimento livre e esclarecido, e o projeto submetido ao comité de
ética em pesquisa em seres humanos do Nucleo de Medicina Tropical, através do
protocolo N° 167/2005-CEP/NMT (ANEXO 1), segundo a Resolu¢do n°196 de 10 de
10 de 1996 da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa envolvendo seres

humanos.



5.3 TIPO DE ESTUDO

Estudo transversal com informacg@es colhidas através do banco de dados
do Nucleo de Medicina Tropical/UFPA.

5.4 BIOPSIAS DE PELE

As bidpsias de pele foram colhidas apds anestesia no local das lesGes
hansenianas selecionadas com punch no. 3 e emblocadas em parafina. O material
foi submetido ao estudo morfolégico com a coloracdo HE e a marcacéo pela técnica

de imunoistoquimica para o anticorpo especifico.

5.5 TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA

A marcacao do fenotipo das células inflamatérias, bem como a expressao
citocinica associada as formas clinicas empregou os anticorpos primarios listados na

tabela 1 seguindo o protocolo descrito abaixo.

Foi utilizado o método imunoistoquimico de Estreptavidina-biotina
peroxidase (SABC, do inglés Streptavidin-Biotin Peroxidase) (HSU; RAINE;
FAGNER, 1981).

Inicialmente foram realizados cortes histolégicos em laminas silanizadas
das biopsias de lesdes cutaneas dos individuos portadores das formas polares,
tuberculoide e virchowiana, da hanseniase. Em seguida, os cortes foram
desparafinizados e foi realizada a recuperacédo antigénica. O método utilizado para
realizar esta recuperacdo foi de acordo com a necessidade do antigeno a ser

pesquisado.

O bloqueio de peroxidase enddgena foi feito em camara escura com
quatro incubacfes em agua oxigenada 3% por 10 minutos cada e, em seguida, 0s
preparados foram novamente lavados em &agua corrente e agua destilada por 5

minutos cada, sendo colocados posteriormente em tampao PBS pH 7,4.



A etapa seguinte foi a incubagdo das amostras com 0s anticorpos
primarios, diluidos em soluc¢éo 1% de albumina bovina fragdo V acrescida de azida
sédica 0,1% em PBS pH 7,4,“overnight” a 4°C. Apds trés lavagens com tampéo PBS
pH 7,4 por cinco minutos cada, as proximas etapas foram realizadas utilizando o

reagente LSAB (Dako) de acordo com o fabricante.

As amostras foram incubadas com o anticorpo secundario (biotinylated
link) por 30 minutos e lavadas novamente trés vezes com tampéo PBS pH 7,4 por
cinco minutos cada. Depois, foram incubadas com estreptavidina-peroxidase por 30
minutos. Apdés nova lavagem em tampao PBS pH 7,4, a reacédo foi entdo revelada
com solugdo cromogena de diaminobenzidina (3,3’- diaminobenzidine) 0,03%

acrescida de 1,2 ml de 4gua oxigenada 3%.

Os preparados assim processados forma lavados em agua corrente por
10 minutos, contra-corados com Hematoxilina de Harris por 20 segundos, lavados
em agua corrente, desidratados em etanol e diafanizados em xilol. A montagem das

lAminas foi feita com resina Permount .

5.6 RELACAO DOS ANTICORPOS PRIMARIOS PARA IMUNOISTOQUIMICA

Tabela 1 — anticorpos utilizados para marcacdo imunoistoquimica

Anticorpo Primario Marcagéo

Anti-IFN gama Interferon gama

Anti-IL10 Interleucina 10

Anti-IL4 Interleucina 4

Anti-TGF beta Fator transformador do crescimento
Anti-Lisozima Metabolico de macrofago
Anti-CD68 Macrofago

Anti-INOs Sintase do oxido nitrico

Fonte: do autor



5.7 ANALISE DAS LAMINAS DE IMUNOISTOQUIMICA

As marcacoes das laminas, obtidas com os anticorpos listados na tabela
1, foram contadas em 5 campos escolhidos de forma aleatéria. Para tal, foi utilizado

0 microscopio Zeiss, modelo 456006 com a lente A-plan objetiva de 40x.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos durante os experimentos foram armazenados em
planilhas eletrénicas usando o programa EXCEL e analisados usando o programa
BIOESTAT 5.0 sendo apresentados sob forma de tabelas e/ou histogramas, curvas
de tendéncia, etc (AYRES et al., 2007).

As variaveis continuas foram analisadas pelo estudo de medidas de
tendéncia central como média e mediana, bem como por medidas de variabilidade
como coeficiente de variancia e desvio-padrdo. Foi utilizado para a analise
comparativa entre as amostras independentes o teste de Mann-Whitney,
estabelecendo-se um nivel alfa (a) = 0,05 (5%), para um intervalo de confianga de
95%.

Para a correlacdo entre os niveis de citocinas encontrados com a
atividade macrofagica nos dois polos foi aplicado o coeficiente de correlacdo de
Pearson (r) e de Spearman, que consistem em medidas do grau de associacédo ou
dependéncia entre duas variaveis. O coeficiente de Spearman € uma alternativa néo
paramétrica para o coeficiente de correlacdo de Pearson e deve ser usado quando
os dados observados séo variaveis ordinais ou quando nenhuma das variaveis em

analise tem distribuicdo normal.

O coeficiente de correlacdo de Pearson r varia entre -1 (correlagao
perfeita negativa) e 1 (correlacdo perfeita positiva). A hipotese da nulidade indica

que as variaveis X e Y nao estéo correlacionadas.



6 RESULTADOS

A amostra foi composta por 29 individuos, tabela 2, distribuidos em dois
grupos experimentais (Figura 11), um grupo formado por 16 individuos (55%) que
apresentavam hanseniase virchowiana (MHV) e um grupo formado por 13 individuos
(45%) que apresentavam a hanseniase tuberculoide (MHT), todos diagnosticados e
classificados de acordo com a avaliacéo clinica e laboratorial, segundo protocolo do
Ministério da Saude (BRASIL, 2002).

Tabela 2 — Distribuicdo da amostra segundo a classificacdo em MHV e MHT.

Grupos

MHV MHT Total

16 55.0% 13 45.0% 29 100%

Fonte: dados do autor.

O MHV
B MHT

Figura 11 - Distribuicdo da amostra segundo a classificacdo em MHV e MHT.
Fonte: dados do autor.

A coloragdo por hematoxilina eosina (HE) observamos a presenca de
lesdo inflamatoria com aspecto granulomatoso e presenca de tecido fibroso em
ambos os grupos. O granuloma é composto por macrofagos, células epitelidides,
células gigantes e cercado por linfécitos T, com caracteristicas histopatoldgicas que
vao se diferencias de acordo com o tipo de resposta imunolégica predominante,

celular ou humoral, como observado nas figuras 12 e 13.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Macr%C3%B3fagos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Linf%C3%B3citos_T

Figura 12 — Secc¢éo de pele de paciente do grupo MHV, coloracdo HE — (A) Aspecto histopatolgico
de lesdo da forma lepromatosa da doenca de Hansen mostrando presenca de infiltrado inflamatério
constituido predominantemente por células epitelidides que muitas das vezes mostram aspecto
vacuolizado. HE. Aumento original: 20x. (B) Ha presenca de faixa de Unna evidente (seta) que separa
a epiderme da lesao inflamatéria da derme . HE. Aumento original: 40x.

Fonte: dados do autor.

Os granulomas virchowianos (Figura 12) sdo formados por macrofagos
transformados, estes apresentam citoplasma abundante e nucleos vesiculosos
pequenos e opacos. As células epitelibides se apresentam com aspecto

vacuolizado.
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Figura 13 - Seccao de pele de paciente do grupo MHT, coloracdo HE — (A) aspecto histopatoldgico de
lesdo da forma tuberculoide da doenca de Hansen mostrando granulomas bem formados em lesdes
circunscritas. Coloracdo HE. Aumento original: 20x. (B) constituidas por linfocitos, células epitelibides
e gigantocitos (seta). Coloragdo HE. Aumento original: 40x.

Fonte: dados do autor.

Os granulomas tuberculoides (Figura 13 A e B) tem um arranjo
concéntrico, sdo envolvidos por linfocitos e ha presenca de células epitelidides e

gigantécitos (Figura 13 B).



6.1 ESTATISTICA DESCRITIVA DO PERFIL DE CITOCINAS E ATIVIDADE DE
MACROFAGOS NOS POLOS TUBERCULOIDE (MHT) E VIRCHOVIANO (MHV) DA
HANSENIASE

Em cada grupo analisado foram utilizadas medidas de tendéncia central,
média e medias, obtidas pelo nimero de imunomarcagbes de citocinas de perfis
TH1 e TH2, assim como marcadores de atividade macrofagica como a microssialina
(CD68), reativos intermediarios do oxigénio e nitrogénio (iINOS) e a lisozima,

descritos na tabela 3.

Tabela 3 — Descricdo da amostra quanto a imunomarcacao de citocinas de perfil

TH1 e TH2 e marcadores de atividade macrofagica.

MHV (n=16) MHT (n=13)
X min X max Md X min Xxmax  Md
CD68 0 42,6 11,5 2,2 49,4 4,0
IFN-y 1,4 35,4 12,0 0,8 10,6 2,0
IL-10 0,6 18,4 2,38 0,6 15,2 2,0
iNOS 12,2 64,8 36,0 2,4 65,7 19,0
TGF-B 1,8 21,6 6,0 1,4 25,4 7,0
Lisozima 54 70,2 23,0 2,0 58,0 48,0

X min = média minima; X max = média méaxima; Md = mediana.
Fonte: dados do autor.

6.2 ANALISE COMPARATIVA DO PERFIL DE CITOCINAS NOS POLOS
TUBERCULOIDE (MHT) E VIRCHOVIANO (MHV) DA HANSENIASE

Realizou-se para a analise comparativa, para as imunomarcacdes de
citocinas e marcadores de atividade macrofagiga, obtidas em polo virchowiano e
tuberculoide, entre as amostras independentes, o teste de Mann-Whitney,

estabelecendo-se um nivel alfa (a) = 0,05 (5%).



Tabela 4 - Teste de Mann-Whitney para comparacao dos niveis de CD68 MHV x CD
68 MHT

CD 68 MHV  MHT u Z(V) p-valor p-valor
(unilateral) (bilateral)
N 16 13 85.00 0.8332 0.2024 0.4047

Soma dos postos (Ri) 259.0 176.0

Mediana 11.5 4.0

Fonte: dados do autor.

Na tabela 4 é mostrado que a expressao de CD68 foi maior no grupo
MHV, figura 14 A e B, porém os niveis de CD68 no polo MHV néo diferem com
significancia dos niveis de CD68 no polo MHT, figura 14 C e D (p-valor = 0.4047).

Figura 14 — Seccédo de pele com lesdo hanseniana apresentando marcacg6es imunoistoquimicas para
CD68. A) Paciente com MHV, aumento original 20x. B) Paciente com MHV, aumento original 40x. C)
Paciente MHT, aumento original 20x. D) Paciente MHT, aumento original 40x.

Fonte: dados do autor.

Durante a analise das imunomarcacdes para o IFN-y (tabela 5) observou-se
que, uma lamina pertencente ao grupo MHV néo apresentou marcacéo alguma e foi
portanto excluida do estudo por possivel falha na técnica imunoistoquimica.



Tabela 5 - Teste de Mann-Whitney para comparacgéo dos niveis IFN-y MHV x IFN-y
MHT

IFN-y MHV  MHT 0] Z(V) p-valor p-valor
(unilateral) (bilateral)
N 15 13 24.00 3.3858 0.0004 0.0007
Soma dos postos (Ri) 291.0 115.0

Mediana 12.0 2.0

Fonte: dados do autor.
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Figura 15 — Seccédo de pele com lesdo hanseniana apresentando marca¢des imunoistoquimicas para
IFN-y. A) Paciente com MHV, aumento original 20x. B) Paciente com MHV, aumento original 40x. C)
Paciente MHT, aumento original 20x. D) Paciente MHT, aumento original 40x.

Fonte: dados do autor.

Verificou-se que a expressdo do IFN-y nos individuos do grupo MHV,

figura 15 A e B, foi maior que nos individuos MHT, figura 15 C e D, de forma

altamente significativa (tabela 5, Figura 16).
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Figura 16 — Comparacéo entre os niveis de IFN- y MHV x IFN- y MHT
Fonte: dados do autor.

Devido a sua fraca expressdao em ambos os grupos, MHV, figura 17 A e
B, e MHT, figura 17 C e D, nao foi possivel calcular a diferenca da expresséo de IL-4
entre os polos.
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Figura 17 — Seccédo de pele com lesdo hanseniana apresentando marca¢des imunoistoquimicas para
IL-4. A) Paciente com MHV, aumento original 20x. B) Paciente com MHV, aumento original 40x. C)
Paciente MHT, aumento original 20x. D) Paciente MHT, aumento original 40x.

Fonte: dados do autor.

A Tabela 6 apresenta a diferenca entre os niveis de IL-10 dos grupos
estudados. E possivel observar, através das figuras 18 A, B, C e D, que em ambos

0s pélos o numero de marcacdes encontradas foi semelhante.



Tabela 6 - Teste de Mann-Whitney para comparac¢éo dos niveis de IL-10 MHV x IL-
10 MHT

IL-10 MHV  MHT ] Z(V) p-valor p-valor
(unilateral) (bilateral)
N 15 13 102.00 0.0877 0.4651 0.9301

Soma dos postos (Ri) 238.0 197.0

Mediana 2.38 2.0

Fonte: dados do autor.

Figura 18 — Secc¢éo de pele com lesdo hanseniana apresentando marcagdes imunoistoquimicas para
IL-10. A) Paciente com MHV, aumento original 20x. B) Paciente com MHV, aumento original 40x. C)
Paciente MHT, aumento original 20x. D) Paciente MHT, aumento original 40x.

Fonte: dados do autor.

A IL-10 mostrou-se nos dois polos (Figura 19) sem diferenca significativa
de expressado entre os grupos MHV, figura 18 A e B, e MHT, figura 18 C e D, como
podemos observar na tabela 6 (p-valor = 0.9301).
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Figura 19 — Comparacéo entre os niveis de IL-10 MHV x IL-10 MHT
Fonte: dados do autor.

A Tabela 7 apresenta a diferenca entre os niveis de iINOS dos grupos
estudados. E possivel observar que uma lamina de um paciente do grupo MHT foi
excluida do estudo pela auséncia total de imunomarcacdes para o iINOS, o que

poderia ser atribuido a falha da técnica de imunoistoquimica.

Tabela 7 - Teste de Mann-Whitney para comparac¢ao dos niveis de INOS MHV x
INOS MHT

iNOS MHV  MHT ] Z(V) p-valor p-valor
(unilateral) (bilateral)
N 16 12 55.50 1.8802 0.0300 0.0601

Soma dos postos (Ri) 291.0 115.0

Mediana 36.0 19.0

Fonte: dados do autor.

A figura 20, A e B, apresenta uma maior expressao de iINOS no polo
virchowiano quando comparada a sua expressao no polo MHT, figura 20 C e D,

porém esta diferenca ndo se mostra significativa, figura 21 (p=0,0601).



Figura 20 — Seccéo de pele com lesédo hanseniana apresentando marcagdes imunoistoquimicas para
iINOS. A) Paciente com MHV, aumento original 20x. B) Paciente com MHV, aumento original 40x. C)
Paciente MHT, aumento original 20x. D) Paciente MHT, aumento original 40x.

Fonte: dados do autor.
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Figura 21 - Comparacéo dos niveis de INOS MHV x iNOS MHT.
Fonte: dados do autor.

A Tabela 8 apresenta a diferenca, porém sem significancia (p-valor=
0,7257) entre os niveis de TGF- 3 dos grupos estudados.



Tabela 8 - Teste de Mann-Whitney para comparacgéo dos niveis de TGF-f MHV x

TGF-B MHT
TGF-B MHV  MHT U Z(V) p-valor p-valor
(unilateral) (bilateral)
N 16 13 96.00 0.3508 0.3629 0.7257

Soma dos postos (Ri) 232.0 203.0

Mediana 6.00 7.00

Fonte: dados do autor.

A produgéo do TGF- n&o se mostrou diferente nos dois polos analisados
MHYV, figura 22 A e B, e MHT, figura 22 C e D, como mostrado na tabela 8 (p-valor =
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Figura 22 — Seccédo de pele com lesdo hanseniana apresentando marca¢des imunoistoquimicas para
TGF-B. A) Paciente com MHV, aumento original 20x. B) Paciente com MHV, aumento original 40x. C)
Paciente MHT, aumento original 20x. D) Paciente MHT, aumento original 40x.

Fonte: dados do autor.

Sete laminas que estavam imunomarcadas para a Lisozima
apresentaram danos, ndo sendo possivel analisa-las. Destas trés pertenciam ao

grupo MHV e quatro ao grupo MHT (tabela 9).



Tabela 9 - Teste de Mann-Whitney para comparacgéo dos niveis de Lisozima MHV x
Lisozima MHT

Lisozima MHV  MHT U Z(V) p-valor p-valor
(unilateral) (bilateral)
N 13 9 46.00 0.8347 0.2019 0.4039

Soma dos postos (Ri) 137.0 116.0

Mediana 23.00 48.00

Fonte: dados do autor.

Através da imunomarcacdo, ndo foi observada diferenga significativa
(Tabela 9) entre os niveis de lisozima nos polos MHV, figura 23 A e B, e MHT, figura
23 C e D (p-valor=0.4039).

Figura 23 — Seccédo de pele com lesdo hanseniana apresentando marca¢des imunoistoquimicas para
Lisozima. A) Paciente com MHV, aumento original 20x. B) Paciente com MHV, aumento original 40x.
C) Paciente MHT, aumento original 20x. D) Paciente MHT, aumento original 40x.

Fonte: dados do autor.



6.3 CORRELACOES ENTRE O PERFIL DE CITOCINAS E A ATIVIDADE
MACROFAGICA

Foi feita uma correlacéo entre os niveis de citocinas encontrados com a
atividade macrofagica nos dois polos. A atividade macrofagica era considerada
segundo o numero de imunomarcacgdes encontradas para CD68, iINOS e Lisozima.

6.3.1 CorrelacfGes observadas no grupo MHV
Observou-se, de acordo com a Figura 24, que houve uma correlacao
moderadamente negativa (r = -0.3562) entre os niveis de CD68 e IFN- y no polo

virchowiano, porém sem significancia, p=0,1924.
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Figura 24 - Correlagdo entre CD68 MHV x IFN-gama MHV.
r (Pearson) =-0.3562; (p)=0.1924.
Fonte: dados do autor.

Na Figura 25, observou-se no grupo MHV tendéncia a uma correlacao
também negativa entre a expressado de CD68 e a IL-10. Esta correlagao, no entanto,
nao apresentou significancia (p=0,0640).
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Figura 25 - Correlacdo entre CD68 MHV x IL-10 MHV

Coeficiente de Spearman (rs)=-0.4733; (p)=0.0640.
Fonte: dados do autor.

Quando comparada a expressao de CD68 aos niveis de TGF- no grupo
MHV, observa-se (Figura 26) uma correlacdo moderadamente negativa (r = -0,3705),

porém néo significativa (p = 0,1577).
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Figura 26 - Correlacdo entre CD68 MHV x TGF- MHV
r (Pearson) =-0.3705; (p) =0.1577.
Fonte: dados do autor.

No polo virchowiano também foi possivel observar uma correlacao
negativa baixa entre os niveis de INOS x IFN-y, r (Pearson)=-0,1210, sem
significancia; (p)=0.6676 (Figura 27).
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Figura 27 - Correlagdo entre iINOS MHV x IFN-gama MHV
r (Pearson)=-0.1210; (p)=0.6676.
Fonte: dados do autor.

Houve uma correlagdo negativa infima (rs=-0,0853) entre a producao de
INOS e os niveis de IL-10 (Figura 28) no grupo MHV.
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Figura 28 - Correlacdo entre iNOS MHV x IL-10 MHV
Coeficiente de Spearman rs=-0.0853; (p)=0.7536.
Fonte: dados do autor.

Na Figura 29 é possivel observar uma correlagcdo negativa baixa entre os
niveis de INOS e os niveis de TGF-(.
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Figura 29 - Correlagdo entre INOS MHV x TGF- MHV
r (Pearson)=-0.1570; (p)=0.5616.
Fonte: dados do autor.

Ainda como resultado, no polo virchowiano, observou uma associagao

negativamente moderada (r=-0.4126) entre os niveis de lisozima e IFN-y (Figura 30).
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Figura 30 - Correlagédo entre Lisozima MHV x IFN-gama MHV
r (Pearson)=-0.4126; (p)=0.1825.
Fonte: dados do autor.

Foi possivel observar no grupo MHV, figura 31, uma correlacdo negativa

entre a IL-10 e a Lisozima (rs=-0.5278), porém nao significativa.
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Figura 31 - Correlacdo entre Lisozima MHV x IL-10 MHV
Coeficiente de Spearman (rs)=-0.5278; (p)=0.0637.
Fonte: dados do autor.

Os niveis de lisozima também apresentaram, segundo a figura 32, uma
correlacdo negativa moderada com os niveis de TGF-p.
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Figura 32 - Correlagédo entre Lisozima MHV x TGF-8 MHV
r (Pearson) = -0.4527; (p) =0.1203.
Fonte: dados do autor.

6.3.2 Correlagdes observadas no grupo MHT

Os niveis de IFN-y apresentaram uma correlagdo positiva baixa
(r=0.0784) com a expresséo de CD68 no polo tuberculoide (Figura 33).
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Figura 33 - Correlacdo entre CD68 MHT x IFN-gama MHT

r (Pearson)=0.0784; (p) =0.7989.
Fonte: dados do autor.

De acordo com os dados obtidos também foi possivel observar que no
grupo MHT os niveis de CD68 estavam associados positivamente com a producéo

de IL-10 (Figura 34), rs= 0.1627, sem significancia estatistica.
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Figura 34 - Correlacdo entre CD68 MHT x IL-10 MHT
Coeficiente de Spearman (rs)=0.1627; (p)=0.5954.
Fonte: dados do autor.

A correlacao foi positiva também entre os niveis de TGF- e a expressao

de CD68, figura 35, mas sem significancia estatistica (rs=0.2360).
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Figura 35 - Correlacdo entre CD68 MHT x TGF-B MHT
Coeficiente de Spearman (rs)=0.2360; (p)=0.4376.
Fonte: dados do autor.

Os niveis de IFN-y apresentaram uma correlagéo positiva baixa de acordo

com a apresentacao da figura 36, r = 0.2582.

a0
B0—

40+

iINOS MHT

Wt -

IFN-gama MHT

Figura 36 - Correlacdo entre iINOS MHT x IFN-gama MHT
r (Pearson)=0.2582; (p)=0.4178.
Fonte: dados do autor.

Neste polo foi possivel observar, figura 37, uma correlagcdo negativa

infima entre os niveis de INOS e os niveis de IL-10 (r = 0.0502).
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Figura 37 - Correlagdo entre iNOS MHT x IL-10 MHT
r (Pearson) = -0.0502; (p)=0.8768.
Fonte: dados do autor.

Os niveis de INOS no grupo MHT apresentaram uma associa¢ao positiva

infima com o TGF-3, de acordo com a figura 38 (r=0.0499).
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Figura 38 - Correlacdo entre iINOS MHT x TGF- MHT
r (Pearson) =0.0499; (p) =0.8777,;
Fonte: dados do autor.

A lisozima, no tecido de pacientes hansénicos tuberculoides,
correlacionou-se negativamente, como mostrado na figura 39, com os niveis de IFN-

y (rs=-0.1234) sem significancia estatistica.
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Figura 39 - Correlagéo entre Lisozima MHT x IFN-gama MHT
Coeficiente de Spearman (rs)=-0.1234; (p)=0.7518;
Fonte: dados do autor.

No grupo MHT os niveis de lisozima apresentou correlacao positiva baixa
com a producao da IL-10, r=0.2033 (Figura 40).
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Figura 40 - Correlagdo entre Lisozima MHT x IL-10 MHT
r (Pearson) = 0.2033; (p) =0.5998.
Fonte: dados do autor.

A figura 41 demonstra uma correlacédo positiva da lisozima com os niveis

de TGF-B nos individuos do grupo MHT, rs=0,5106, sem significancia estatistica.
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Figura 41 - Correlacdo entre Lisozima MHT x TGF-B MHT
Coeficiente de Spearman (rs)=0.5106; (p)=0.1601.
Fonte: dados do autor.



7 DISCUSSAO

Com frequéncia o Para tem sido citado nos meios de comunica¢cdo como
0 estado com o0 maior niumero de novos casos no Brasil e que ndo tem conseguido

atingir as metas de diminuicdo da prevaléncia da hanseniase definidas pela OMS.

As respostas funcionais das células T séo iniciadas pelo reconhecimento
dos complexos peptidio-MHC nas superficies das APCs. Essas respostas requerem
reconhecimento especifico do antigeno, adesao estavel entre a célula T e as APCs e
a liberacdo de sinais de ativacdo para as células T. Esses componenetes de
respostas das células T aos antigenos sdo mediados por distintas séries de

moléculas expressas nas células T (MACHADO et al., 2004).

As células T CD4 e CD8 séo co-receptores expressos em subpopulagées
mutuamente exclusivas de células T maduras que se ligam, respectivamente, a
regides nao-polimorficas das moléculas do MHC. A CD4 é expressa nas células T
auxiliares restritas a classe Il e a CD8 € expressa nas CTLs restritas a classe |I.
Quando as células T reconhecem os complexos peptidio-MHC, CD4 e CD8 liberam
sinais que sao essenciais para iniciar as respostas das células T (ALVES et al.,
2006; SOUZA; PEREIRA, 2007; SAMANO et al., 2004).

As citocinas sao proteinas que sinalizam e medeiam muitas das respostas
de imunidade inata e adaptativa. As que medeiam a imunidade inata séo produzidas
principalmente por macréfagos ativados e incluem a IL-12 que estimula a producao
de IFN-y e esta funciona com citocina ativadora de macréfago e a IL-10 que € um
inibidor de macréfagos(ABBAS; LICHTMAN, 2005; ARAUJO, 2003; MACHADO et
al., 2004).

Ha também as citocinas que medeiam e regulam as respostas
imunologicas adaptativas, produzidas principalmente por linfocitos T estimulados por
antigenos, entre elas a IL-4 que estimula a producéo de IgE e o desenvolvimento de
células TH2 e o TGF-B que inibe a proliferagdo de linfécitos T e a ativagdo de
leucocitos (ABBAS; LICHTMAN, 2005; ARAUJO, 2003; MACHADO et al., 2004).



A imunidade inata contra bactérias intracelulares, com o bacilo de
Hansen, é mediada principalmente pelos macréfagos. Entretanto, as bactérias
intracelulares sdo capazes de sobreviver e se replicar dentro das células do
hospedeiro, incluindo os fagdécitos, porque elas desenvolveram mecanismos para
resistir & degradagdo dentro do fagécito. Na imunidade adaptativa, mediada por
células encontramos a ativacdo de macréfagos por células T CD4+, bem como a
destruicdo de células infectadas pelas CTLs CD8+. Com resposta patologica

caracteristica a inflamac&o granulomatosa.

Diversas sdo as hipdteses que tem sido utilizadas para explicar as
diferentes respostas imunoldgicas entre os polos tuberculoide e virchowiano da
hanseniase. O paradigma TH1 e TH2, baseado na discriminacdo funcional de
células Th de acordo com o padrdao de citocinas produzidas promovem
respectivamente uma resposta imunolégica celular e humoral (MENDONCA et al.,
2008; ROA et al.,, 2008; SAMPAIO; SARNO, 1998; SCOLLARD et al., 2006;
SPELBERG; EDWARD, 2001).

Segundo Santos et al. (2005) a defesa do organismo contra o M. leprae
é efetuada pela resposta imunoldgica celular onde os macréfagos serdo capazes de
fagocitar e destruir os bacilos. Essa acao sera mediada por citocinas (TNF-a e IFN-
y) € mediadores da oxidagao, como os reativos intermediarios do oxigénio (ROI) e
do nitrogénio (RNI) fundamentais na destruicdo dos bacilos no interior dos

macroéfagos.

O IFN-y é uma citocina importante na ativacdo de macrofago o que faz
com que essas células passem a apresentar uma maior producdo de reativos
intermediarios do nitrogénio e do oxigénio que sdo importantes na destruicdo do
patdgeno intracelular. Segundo alguns autores essa citocina € encontrada em niveis
séricos maiores nos pacientes portadores de hanseniase tuberculoide (FOSS, 1997;
HAGGE et al., 2004).

Quiroga et al. (2004) afirmaram que a forma virchowiana ocorre por uma

diminuicdo da sinalizacao pelo antigeno para a producédo de IFN-y, apresentado uma



diminuicdo da producdo de citocinas de perfii TH1 o que resulta numa baixa

resposta imunologica celular.

Roa et al. (2008) descreveram o papel sinergista das interleucinas, 1L-12
e IL-18, na promocéo da resposta imunologica celular ao M. Leprae, eles também
enfatizam que é possivel, através destas citocinas, restabelecer os niveis de IFN-y

em células mononucleares do sangue periférico.

Os niveis de IFN-y, nos individuos estudados, foram maiores no grupo
MHV, com alta significAncia estatistica (p= 0,0007), tabela 5, figura 12, porém,
guando correlacionados neste grupo com o CD68, o0 iINOS e a lisozima, os niveis de
IFN-y apresentaram uma correlacdo negativa evidenciando uma baixa atividade
macrofagica apesar da alta expresséo do IFN-y. Segundo Xavier (2005) a pesquisa
através de imunoistoquimica em pacientes hansénicos co-infectados com HIV

evidencia que CD68+ esta presente em todas as formas de hanseniase.

Esta ocorréncia provavelmente se deve a uma resposta ao maior numero
de bacilos e podera posteriormente ser explicado através de pesquisas que tentem
esclarecer a eficiéncia do fagossomo. O numero pequeno de individuos nos dois

grupos pode também ter interferido nesse resultado.

O presente estudo parece discordar da literatura quando se refere a
prevaléncia das citocinas por polo, embora os estudos citados tenham sido
realizados com dosagem séricas ndo houve coeréncia com os resultados obtidos
através da imunoistoquimica em lesbes de pele de pacientes com hanseniase

tuberculoide e virchowiana.

No grupo MHT, observa-se uma coeréncia com a literatura ja que o IFN-y
teve correlacdo positiva com os niveis de iNOS, r (Pearson)=0.2582, e com a
expressao de CD68, r (Pearson)=0.0784, evidenciando a acdo macrofagica neste
grupo porém, apresentou uma correlacdo negativa com os niveis de lisozima, sem

significancia estatistica.



A expressao de iINOS n&o mostrou diferenca significante entre os grupos
estudados, (p=0,06), porém, no grupo MHV os niveis de iINOS apresentaram uma
correlacdo negativa com todas as citocinas estudadas, IFN-y (r Pearson=-0,1210),
IL-10 (rs=-0.0853) e TGF-B (r Pearson =-0.1570).

Kang et al. (2004) observaram num grupo de pacientes com
hanseniase que polimorfismos dos genes TLR2 mostraram uma diminuicao
significativa da producédo das citocinas IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-a, além do aumento
da producédo de IL-10, levando a conclusdo de que a mutagcdo do TLR2 em
Arg677Trp pode levar ao mecanismo da fraca resposta imunoldgica celular que

ocorre no polo lepromatoso.

As células que apresentam esta mutacdo, quando séo estimuladas pelo
bacilo ou antigenos do M. leprae, é possivel observar uma falha da ativacao do fator
de transcricdo NF-kB, relevante para a producdo de citocinas inflamatérias,
determinando diminuicdo da producéo de IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-a, e aumento da
producéo de IL-10, em comparacédo com células sem a mutacdo (BOCHUD; HAWN;
ADEREM, 2003; KANG et a.,2004).

Neste estudo foi possivel observar uma correlacdo negativa baixa entre
os niveis de IL-10 e iNOS nos dois grupos, confirmando o papel inibidor dessa

citocina sobre a acdo dos macréfagos.

Foss, Oliveira e Silva (1995) encontraram em seus estudos uma
depressao da resposta imunolégica celular na hanseniase virchowiana, diretamente
relacionada com a deficiéncia de estimulacdo macrofagica e a menor producédo de
TNF-a, favorecendo a multiplicacdo bacilar e a disseminagdao da doenca, € que a
presenca do TGF-B leva a uma diminuicdo da producdo de TNF-a e de

intermediarios do oxigénio.

Na presente pesquisa observou-se que em lesbes de pele de pacientes
virchowianos o TGF-B ndo se mostrou significativamente diferente dos niveis
encontrados em tecidos de individuos tuberculoides e ainda que no polo virchowiano

essa citocina apresentou uma correlagdo negativa baixa com a producéo de iNOS,



ao passo que, os niveis de INOS no grupo MHT apresentaram uma associacao
positiva infima com o TGF-f3.

Oliveira (1996) observou, através de um estudo imunohistogimico
correlacionado com a dosagem sérica de citocinas, que em pacientes virchowianos
encontraram-se niveis séricos de IL-4 elevados em relacdo aos soros de
tuberculoides. No presente estudo esta citocina apresentou fraca expressao nos
tecidos de pacientes, tanto tuberculoide quanto virchowiano, ndo sendo possivel

compara-los concordando com os achados de Stefani (2003).

Dados encontrados por Almeida, 1996, sugerem que a producdo de IL-4,
citocina supressora da atividade macrofagica, esta relacionada a depressao da

resposta imunoldgica.

A interleucina 10 (IL-10) tem atividade anti-inflamatériae imuno-
reguladora sobre a resposta TH1 pela supressdo de IFN-y, TNF e GM-CSF. Na
hanseniase, esta citocina esta envolvida com a evolucdo da doencga, ja que uma alta
razdo TNF/IL-10 esta associada a um melhor prognostico em contatos sadios (LIMA
et al., 2000; SOUZA; PEREIRA, 2007).

A IL-10 estd aumentada na forma multibacilar da doenca (SOUZA;
PEREIRA, 2007). No presente estudo os niveis de IL-10 ndo diferem entre os grupos
estudados, contrapondo a literatura.

Estudos observaram que alteragcbes inatas do receptor LIR-7
desencadeiam uma diminuicdo da producdo de interleucina-12 e aumento da
expressao de interleucina-10 resultando no bloqueio da atividade antimicrobiana. Foi
possivel entdo, para os autores, correlacionar o perfil de expressao génica dos Toll-
like receptores e a definicdo das formas clinicas da hanseniase além de novas
linhas para pesquisas sobre a regulacédo de respostas imunologicas aos patdgenos
(BLEHARSKI et al., 2003).

Meisner (2001) encontrou polimorfismos no gene da proteina 1 do

macrofago associado a resisténcia natural (Nrampl) e associou com a hanseniase



MB em pacientes africanos, e esse gene também tem sido relacionado com a

deficiéncia da resposta imunoldgica celular ao Mycobacterium leprae.

Ainda dentro da complexidade poligénica que tenta explicar a
susceptibilidade a hanseniase, estudos aprofundados sobre as regides 6g21 e 6925,
concluiram que dois alelos eram informativos acerca desta associagdo, o alelo C do
SNP rs1040079 e o alelo T na posicao -2599, na regidao compartilhada pelos genes
PARK2 e PACRG (MALHOTRA et al., 2006; MIRA et al., 2004).

A técnica de imunoistoquimica tem limitagdes quanto a amplificacéo pela
reacao com anticorpos assim como quanto aos métodos utilizados para contagem

das marcacoes.

Watanabe et al. (2003) desenvolveram um software de processamento de
imagens capaz de auxiliar na analise das imagens imunoistoquimicas de dupla
marcacao afim de uniformizar a quantificacdo e classificacdo de imagens, programas
como esses automatizam a andlise de varias imagens com marcadores de mesmas
tonalidades, diminuindo a interatividade, subjetividade e o fator do erro humano.
Tudo isso sem a necessidade de hardware robusto ou especifico, ou pessoal

especializado em processamento de imagens.



8 CONCLUSAO

Os grupos estudados ndo apresentaram diferenca significante quanto aos
niveis de IL-10, TGF-B, CD68, iINOS e Lisozima.

Os niveis de IL-4 ndo foram expressivos nos tecidos analisados, portanto,

nao foi possivel compara-la entre os polos.

Os niveis de IFN-y foram maiores nos pacientes do grupo MHV.

No polo virchowiano todas as citocinas tiveram uma tendéncia a uma

correlacdo negativa com a atividade de macrofagos.

No polo tuberculoide a IL-10 apresentou uma tendéncia a correlacao
negativa com os niveis de INOS, IFN-y e lisozima, evidenciando uma inibicdo da

atividade macrofagica por esta citocina.



REFERENCIAS

ABBAS, K. A.; LICHTMAN, A. H. Imunologia Celular e Molecular, 5. ed. Rio de
Janeiro: Elsevier, 2005. 580 p.

ABEN-ATHAR, J. Relatério apresentado ao Primeiro Congresso Sul-Americano de
Dermatologia e Syphiligraphia (1918). In: 8. Congresso Brasileiro de Medicina, 1918,
Rio de Janeiro. 2. Boletim. Rio de Janeiro: Imprensa Nacional, 1921, p. 82-86.

ALCAIS, A.; SANCHEZ, F. O.; THUC, N. V.; LAP, V. D.; OBERTI, J.; LAGRANGE, P.
H.;, SCHURR, E.; ABEL, L. Granulomatous reaction to intradermal injection of
lepromin (Mitsuda reaction) is linked to the human NRAMP1 gene in Vietnamese
leprosy sibships. The Journal of Infectious Diseases v.181, p. 302-308, 2000.

ALGOOD, H. M.; LIN, P. L.; FLYNN, J. L. Tumor necrosis factor and chemokine
interactions in the formation and maintenance of granulomas in tuberculosis. Clinical
Infectious Diseases. v. 41 (Suppl,3), p. S189-93, 2005.

ALMEIDA, A. M. Concentracdo sérica de citocinas no espectro das formas clinicas
da hanseniase. Dissertacdo de Mestrado, Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, da USP. Ribeiréo Preto, 1996.

ALMEIDA, E. C.; MARTINEZ, A. N.; MANIERO, V. C.; SALES, A. M.; DUPPRE, N.C;
SARNO, E. N.; SANTOS, A. R.; MORAES, M.O. Detection of Mycobacterium leprae
DNA by Polymerase Chain Reaction in the Blood and Nasal Secretion of Brazilian
Household Contacts. Mem. Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 99, n. 5, p.
509-512, ago. 2004.

ALVES, C.; VIEIRA, N.; MEYER, I.; OLIVEIRA-ALVES, C.; TORALLES, M.B,;
OLIVEIRA, M. F. Antigenos de histocompatibilidade humanos e dermatologia: da
pesquisa para a pratica clinica. Anais Brasileiro de Dermatologia, v. 81, n.1, p. 65-
73, 2006.

AMADOR, M. P. S. C., Soroprevaléncia para Hanseniase em Areas Endémicas do
Estado do Para. 126 f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia das Doencas Tropicais) -
Nucleo de Medicina Tropical, Universidade Federal do Para, Bélem, 2004.

AMARAL, E. P. Analise Espacial da Hanseniase na Microrregido de Almenara —
Minas Gerais: relacdo entre situacdo epidemiolégica e as condicbes
socioeconbmicas. 91 f. Dissertacdo (Mestrado em Efermagem) - Escola de
Enfermagem, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2008.

AMER, A.O.; SWANSON, M.S. A phagosome of one’s own: a microbial guide to life
in the macrophage. Current Opinion in Microbiology, v. 5, p. 56-61, 2002.

ANTAS, P. R. Z.; CARDOSO, F. L. L.; OLIVEIRA, E. B.; GOMES, P. K. C., CUNHA,
K. S.; SARNO, E. N.; SAMPAIO, P. E. Whole Blood Assay to Access T Cell-immune
Responses to Mycobacterium tuberculosis Antigens in Healthy Brazilian Individuals.
Mem. Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 99, n. 1, p. 53-55, fev. 2004a.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Alca%C3%AFs%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sanchez%20FO%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Thuc%20NV%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lap%20VD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Oberti%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lagrange%20PH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lagrange%20PH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Schurr%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Abel%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

ANTAS, P. R. Z.; SALES, J. S.; PEREIRA, K. C.; CUNHA, K. S.; SARNO, E. N;;
Patterns of intracellular cytokines in CD4 and CD8 T cells from patients with
mycobacterial infections. Brazilian Journal of Medical and Biological Research,
Rio de Janeiro, v. 37, n. 8, p. 1119-1129, maio. 2004b.

ANTUNES, S. L. G. CHIMELLI; L. M.; RABELLO, E. T.; VALENTIM, V. C.; CORTE-
REAL, S.; SARNO, E. N.; JARDIM, M. R. An immunohistochemical, clinical and
electroneuromyographic correlative study of the neural markers in neuritic form of
leprosy. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, Rio de Janeiro, v.
39, n. 8, p. 1071-1081, abr. 2006.

ARAOZ, R.; HONORE, NADINE; CHO, S. KIM, J.; CHO, SAMG-NAE; MONOT,
MARC. Antigen Discovery: a Postgenomic Approach to Leprosy Diagnosis. Infection
and Imunnity, Paris, v. 74, n. 1, p. 175-182, jan. 2006.

ARAUJO, M. G. Hanseniase no Brasil. Revista Brasileira de Medicina Tropical,
Minas Gerais, v. 36, n. 3, p. 307 — 382, mai-jun, 2003.

ARAUJO, H. C. S. Lazardpolis do Prata, Para: Empreza Graphica Amazoénia, 1924.
188p.

. Histéria da Lepra no Brasil, Periodos colonial e monarquico (1500-
1889) vol.1, Rio de Janeiro: Imprensa Nacional, 1946. 559p.

Historia da Lepra no Brasil, Periodo Republicano (1890-1952) vol.lll,
Rio de Janeiro: Imprensa Nacional, 1956. 715p.

AQUINO, D. M. C.; CALDAS, A. J. M,; SILVA, A. A. M.; COSTA, J. M. L. Perfil dos
pacientes com hanseniase em area hiperendémica da Amazodnia do Maranh&o,
Brasil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 36, n.1, p.57-64,
jan-fev, 2003.

AYRES, M.; AYRES, M.JR.; AYRES, D.L.; SANTOS, A.S.S. Biostat 5.0: Aplicacdes
Estatisticas nas Areas das Ciéncias Biolégicas e Médicas. Belém, Paré, Brasil:
Sociedade Civil Mamiraua. Brasilia, Distrito Federal, Brasil: Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), 2007. 324 p.

BARRETO, J. A.; BELLONE, A. F. F.; FLEURY, R. N.; SOARES, C. T.; LAURIS, J.
R. P. Manifestagbes de padrdo tuberculoide reacional na hanseniase dimorfa:
estudo histoquimico e imuno-histoquimico comparativo, em bidpsias cutaneas, entre
reacoes tipo 1 ocorridas antes e durante a poliquimioterapia. Anais Brasileiro de
Dermatologia, v. 80, supl. 3, p. S268-74, 2005.

BEIGUELMAN, B. Genética e Hanseniase. Ciéncia & Saude Coletiva. Sdo Paulo,
v.7,n.1, p. 117-128, 2002.



BLEHARSKI, J. R.; HUIYING LI; MEINKEN, C.; GRAEBER, T. G.; OCHOA, M. T.;
YAMAMURA, M.; BURDICK, A.; SARNO, E. N.; WAGNER, M.; RO'LLINGHOFF, M.;
REA, T. H.; COLONNA, M.; STENGER, S.; BLOOM, B. R.; EISENBERG, D,
MODLIN, R. Use of Genetic Profiling in Leprosy to Discriminate Clinical Forms of the
Disease. Science, v. 301, p. 1527-1530, 12 set.,, 2003. Disponivel em:
www.sciencemag.org/cgi/content/full/sci;301/5639/1527/DC1 Acesso em: 25 de maio
de 2008.

BOBROW, M. N.; HARRIS, T. D.; SHAUGHNESSY, K. J.; LITT, G. J. Catalyzed
reporter deposition, a novel method of signal amplification. Application to
immunoassays. Journal Immunology Methods, v.125, p. 279-285, 1989.

BOCHUD, P. Y.; HAWN, T. R.; ADEREM A. Cutting edge: a Toll-like receptor 2
polymorphism that is associated with lepromatous leprosy is unable to mediate
mycobacterial signaling. The Journal of Immunology, v. 170, p. 3451-4, 2003.

BOES, M. Role of natural and immune IgM antibodies in immune responses.
Molecular Immunology, v. 37, p. 1141-1149, 2000.

BRASIL. Ministério da Saude. Conselho Nacional de Saude. Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP). Normas para Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos (Res. CNS 196/96 e outras). Série cadernos técnicos, supl. 3, 139 p,
Ministério da Saude, 2000.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Politicas de Saude. Departamento de
Atencdo Béasica. Guia para o Controle da hanseniase. Brasilia, 2002.

BRASIL. Ministério da Saude. DATASUS, Acompanhamento da Hanseniase — Para.
Taxa Prevaléncia Segundo Municipio. Periodo: 2006. Disponivel em:
<http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?hans/hanswpa.def> Acesso em: 29 de

marco 2008.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Atencdo a Saude. Departamento de
Atencdo Baésica VIGILANCIA EM SAUDE: Dengue, Esquistossomose,
Hanseniase, Malaria, Tracoma e Tuberculose. Série A. Normas e Manuais
Técnicos. Cadernos de Atencédo Bésica - n. 21 Brasilia — DF, 2007.

BRASIL. Ministério da Saude. Amazdnia avalia agbes do Programa de Controle
da Hanseniase. 2008. Disponivel em:
<http://portal.saude.gov.br/portal/saude/visualizar_texto.cfm?idtxt=28488>.  Acesso
em: 18 de junho de 2008.

BRASIL. Ministério da Saude. Manual de Leprologia. Rio de Janeiro: Servico
Nacional de Lepra, 1960. 172 p.

BRASIL. Ministério da Saude. SINAN/SVS. Vigilancia em Saude: situacao
epidemioléogica da hanseniase no Brasil. 2008. Disponivel em:
<http://portal.saude.qgov.br/portal/arquivos/pdf/boletim _novembro.pdf>. Acesso em
10/02/2009.



http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?hans/hanswpa.def%3e%20%20%20Acesso%20em:%2029%20de%20março%202008
http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?hans/hanswpa.def%3e%20%20%20Acesso%20em:%2029%20de%20março%202008
http://portal.saude.gov.br/portal/saude/visualizar_texto.cfm?idtxt=28488
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/boletim_novembro.pdf

BRASIL. Ministério da Salde. SINAN. HANSENIASE - Casos confirmados
notificados no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo, 2009.
Disponivel em:
<http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/tabnet/dh?sinannet/hanseniase/bases/Hansbr
net.def>. Acesso em: 20 de fev. 2009.

BRASIL. Ministério da Saude. Sistema de Vigilancia da Amazbnia. SIVAM.
Amazonia Legal. 2008. Disponivel em:
<http://www.sivam.gov.br/AMAZONIA/apresl.htm>. Acesso em 18 junho de 2008.

BRASILEIRO FILHO, G. Bogliolo Patologia 72 ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2006. 1488 p.

BUHRER-SEKULA, S.; SARNO, E. N.; OSKAM, L.; SARI, K. The use of ML Dipstick
as a tool to classify leprosy patients. International Journal of Leprosy and Other
Mycobacterial Diseases, v. 68, p. 456-63, dez. 2000. Disponivel em:
<http://findarticles.com/p/articles/mi_qa3754/is_/ai_ n8915085> Acesso em 12 de
junho de 2008.

BUHRER-SEKULA, S., CUNHA, M. G. S.; FOSS, N. T.; OSKAM, L. FABER, W. R.;
KLASTER, P. R. Dipstick assay to identify leprosy patients who have an increased
risk of relapse. Tropical Medicine and International Health, v. 6, n. 4, p. 317-323,
abr. 2001.

BUHRER-SEKULA, S.; SMITS, H. L.; GUSSENHOVEN, G. C.; LEEUWEN J. VAN;
AMADOR, S; FUJIWARA, T.; KLATSER, P. R.; OSKAM, L. Simple and fast lateral
Flow Test for classification of leprosy patients and identification of contacts with high
risk of developing leprosy. Journal of Clinical Microbiology, v. 41, n. 5, p. 1991-
1995, maio, 2003.

CONDE, M. B.; SUFFYS, P.; SILVA, J. R. L.; KRITSKI, A. L.; DORMAN, S. E.
Immunoglobulin A (IgA) and IgG Immune Responses against P-90 Antigen for
Diagnosis of Pulmonary Tuberculosis and Screening for Mycobacterium tuberculosis
Infection. Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, v. 11, n. 1, p. 94-97,
jan. 2004.

CONGRESSO INTERNACIONAL DE LEPROLOGIA 6. Madrid, 1953. Memoria.
Madrid: Association de La Lepra,1953.

DEPS, P. D.; LOCKWOOD, D. N. J. Leprosy occurring as immune reconstitution
syndrome. Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 102, n. 10, p. 966-
968, jul. 2008.

DOUGLAS, T. J.; CELLONA, R. V.; FAJARDO JR, T. T.; ABALOS, R. M,
BALAGON, M. V. F.; KLASTER, P. R. Prospective Study of Serological Conversion
as a Risk Factor for Development of Leprosy among Household Contacts. Clinical
and Diagnostic Laboratory Immunology, v. 11, n. 5, p. 897-900, set. 2004.


http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/tabnet/dh?sinannet/hanseniase/bases/Hansbrnet.def
http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/tabnet/dh?sinannet/hanseniase/bases/Hansbrnet.def
http://www.sivam.gov.br/AMAZONIA/apres1.htm
http://findarticles.com/p/articles/mi_qa3754/is_/ai_n8915085

DUTHIE, S. M.; GOTO, W.; IRETON, C. G.; REECE, S. T.; CARDOSO, L. P. V;
MARTELLI, C. M. T.; STEFANI, M. M. A.; NAKATANI, M.; JESUS, R. C.; NETTO, E.
M.; BALAGON, M. V. F.; TAN, E.; GELBER, R. H.; MAEDA, Y.; MAKINO, M.; HOFT,
D.; REED, S. G. Use of Protein Antigens for Early Serological Diagnosis of Leprosy.
Clinical and Vaccine Immunology, v. 14, n. 11, p. 1400-1408, nov. 2007.

EIDT, L. M. Breve histéria da hanseniase: sua expansdo do mundo para as
Américas, o Brasil e 0 Rio Grande do Sul e sua trajetéria na saude publica brasileira.
Saude e Sociedade v.13, n. 2, p. 76-88, maio-ago 2004.

ESCOBAR-GUTIERREZ, A.; AMEZCUA, M. E.; PASTEN, S.; PALLARES, F;
CAZARES, J. V.; PULIDO, R. M.; FLORES, O.; CASTRO, E.; RODRIGUEZ, O.
Comparative assessment of the leprosy antibody absorption test, Mycobacterium
leprae extract enzyme-linked immunosorbent assay, and gelatin particle agglutination
test for serodiagnosis of lepromatous leprosy. Journal of Clinical Microbiology v.
31, n. 5, p. 1329-1333, maio, 1993.

FLEURY, R. N. Critérios para o emprego de classificacdo de Ridley e Jopling na
rotina dos laboratérios de anatomia patoldgica: primeira parte. Hansenologia
Internationalis, v. 30, n. 2, p. 201-205, 2005.

. Critérios para o emprego de classificacdo de Ridley e Jopling na
rotina dos laboratérios de anatomia patoldgica: segunda parte. Hansenologia
Internationalis, V. 31, n. 1, 2006. Disponivel em:
http://www.ilsl.br/revista/index.php/hi/article/view/22/9. Acesso em 18 marco de 2008

FOSS, N. T. Episédios Reacionais da Hanseniase. In: Simpdsio de Urgéncias e
Emergéncias Dermatoldgicas e Toxicolégicas. Revista de Medicina de Ribeirdo
Preto, v. 36, p. 453-459, abr./dez. 2003.

. Aspectos imunoldgicos da hanseniase. Revista de Medicina de
Ribeirdo Preto, v. 30, p.335-339, jul./set. 1997.

FOSS, N. T.; OLIVEIRA, M. S. A.; SILVA, C. L. Avaliacao da atividade macrofagica
na hanseniase virchoviana e tuberculoide. Hansenologia Internationalis, v. 20, n.
1, p. 5-10, 1995.

GAMA, R.; OLIVEIRA, F.; OLIVEIRA, R. Velhice e hanseniase: encontros e
desencontros no espaco asilar. 2004, 87 p. Monografia (Especializagdo em
envelhecimento e saude do idoso) Universidade do Estado do Para — UEPA.
Centro de Ciéncias da Saude. Belem, 2004.

GOMES, F.G.; FRADE, M.A.C.; FOSS, N.T. Ulceras cutaneas na hanseniase: perfil
clinico-epidemioldgico dos pacientes. Anais Brasileiro de Dermatologia, v. 82, n. 5,
p. 433-437, 2007.

GOULART, I. M. B.; PENNA, G. O.; CUNHA, G. Imunopatologia da hanseniase: a
complexidade dos mecanismos da resposta imune do hospedeiro ao Mycobacterium
leprae. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 35, n. 4, p. 365-
375, jul-ago, 2002.


http://www.ilsl.br/revista/index.php/hi/article/view/22/9

GOULART, I. M. B.; SOUZA, D. O. B.; MARQUES, C. R.; PIMENTA, V. L,
GONCALVES, M. A.; GOULART, L. R. Risk and Protective Factors for Leprosy
Development Determined by Epidemiological Surveillance of Household Contacts.
Clinical and Vaccine Immunology, v. 15, n. 1, p. 101-105, jan. 2008.

GREENWOOD, C. M. T; FUJIWARA, T. M.; BOOTHROYD, L. J.; MILLER, M. A,
FRAPPIER, D.; FANNING, E. A.; SCHURR, E.; MORGAN, K. Linkage of tuberculosis
to chromosome 2q35 loci, including NRAMP1, in a large aboriginal Canadian family.
American Journal of Human Genetics, v. 67, p. 405-416, 2000.

GROATHOUSE, N. A.; AMIN, A.; MARQUES, M. A. M.; SPENCER, J. S.; GELBER,
R.; KNUDSON, D. L.; BELISLE, J. T.; BRENNAN et al. Use of Protein Microarrays To
Define the Humoral Immune Response in Leprosy Patients and ldentification of
Disease-State-Specific Antigenic Profiles. Infection and Immunity, v. 74, n. 11, p.
6458—-6466, nov. 2006.

GUNATILAKE, S. B.; SETTINAYAKE, S. Leprosy, Practical Neurology, v. 4, p. 194-
203, 2004. Disponivel em: http://pn.omj.com/cgi/reprint/4/4/194, acesso em 27 de
marco 2008.

HAGGE, D. A.; RAY, N. A,; KRAHENBUHL, J. L.; ADAMS, L. B. An In Vitro Model for
the Lepromatous Leprosy Granuloma: Fate of Mycobacterium leprae from Target
Macrophages after Interaction with Normal and Activated Effector Macrophages. The
Journal of Immunology, v. 172, p. 7771-7779, 2004.

HATAGIMA, A.; OPROMOLLA, D. V. A.; URA, S.; FEITOSA, M. F.; BEIGUELMAN,
B., KRIEGER, H. No evidence of linkage betweenthe Mitsuda reaction and the
NRAMP 1 locus. International Journal of Leprosy, v. 69, n. 2, 2001. Disponivel em:
http://findarticles.com/p/articles/mi_ga3754/is_200106/ai_n8954089/> acesso em 12
de junho de 2008.

HERRERA, M. T.; TORRES, M.; NEVELS, D.; PEREZ-REDONDO, C. N.; ELLNER,
J. J.; SADA, E.; SCHWANDER, S. K. Compartmentalized bronchoalveolar IFN-y and
IL-12 response in human pulmonary tuberculosis. Tuberculosis, doi:10.1016 p. 1-
10, fev. 2008.

HSU, S.M.; RAINE, L.; FANGER, H. Use of avidin-biotin-peroxidase complex (ABC)
in immunoperoxidase techniques: a comparison between ABC and unlabeled
antibody (PAP) procedures. Journal Histochemistry and Cytochemistry, v. 29, n.
4, p. 577-580, abr. 1981. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6166661> Acesso em 10 de maio de 2008.

HUNTER, W.; BRENNAN, P. J. A novel phenolic glycolipid from Mycobacterium
leprae possibly involved in immunogenicity and pathogenicity. Journal of
Bacteriology, v. 147, n 3. p. 728-735, set. 1981.

IZUMI, S.; FUJIWARA, T.; IKEDA, M.; NISHIMURA, Y.; SUGIYAMA, K.; KAWATSU,
K. Novel Gelatin Particle Agglutination Test for Serodiagnosis of Leprosy in the Field.
Journal of Clinical Microbiology, v. 28, n. 3, p. 525-529, mar. 1990.


http://findarticles.com/p/articles/mi_qa3754/is_200106/ai_n8954089/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6166661

JARDIM, M. R.; ILLARRAMENDI, X.; NASCIMENTO, O. J. M.; NERY, J. A. C;
SALES, A. M.; SAMPAIO, E. P.; SARNO, E. N. Pure Neural Leprosy. Arquivos de
Neuropsiquiatria, v. 65, n. 4-A, p. 969-973, 2007.

JUNQUEIRA, A. V.; CAIXETA, L F. Hanseniase: revisdo para o0 neurologista.
Revista Brasileira de Neurologia, v. 44, n.3, p. 27-30, 2008.

KANG, J. T.; YEUM, C. E.; KIM, B. C.; YOU, E. Y.; CHAE, G. T.; Differential production
of interleukin-10 and interleukin-12 in mononuclear cells from leprosy patients with a
Toll-like receptor 2 mutation. Immunology, v. 112, p. 674-680, 2004.

KUMAR, V.; FAUSTO, N. ABBAS, A. K.; Robbins e Cotran: Patologia Estrutural e
Funcional. 72 Edicdo. Rio de Janeiro: Elsevier, 2005. 1616p.

KUNKEL, E. J.; BUTCHER, E. C.; Chemokines and the tissue-specific migration of
lymphocytes. Immunity, v. 16, p. 1-4, 2002.

LIMA, E. S.; ROLAND, I. A.; MAROJA, M.F.; MARCON, J. L. Vitamin A and Lipid
Peroxidation in Patients with Different Forms of Leprosy. Revista do Instituto de
Medicina Tropical Sado Paulo, v. 49, n. 4, p. 211-214, jul-ago. 2007.

LIMA, M. C. B. S.;PEREIRA, G. M. B.;RUMJANEK, F. D.; GOMES, H.
M.; DUPPRE, N.; SAMPAIO, E. P.; ALVIM, I. M. P.; NERY, J. A. C.; SARNO, E.
N.; PESSOLANI, M. C. V. Immunological cytokine correlates of protective immunity
and pathogenesis in leprosy. Scandinavian Journal of Immunology, v. 51, n. 4, p.
419-28, abr. 2000.

LOCKWOOD, D. N. J.; COLSTON, M. J.; KHANOLKAR-YOUNG, S.R. The detection
of Mycobacterium leprae protein and carbohydrate antigens in skin and nerve from
leprosy patients with type 1 (reversal) reactions American Journal of of Tropical
Medicine and Hygiene, v. 66, n. 4, p. 409-415, 2002.

MACHADO, P. R. L.; ARAUJO, M. I. A. S.; CARVALHO, L.; CARVALHO, E. M.
Immune response mechanisms to infection. Anais Brasileiro de
Dermatologia, v.79, n.6 Rio de Janeiro Nov./Dez., 2004.

MADEIRA, S. Aspectos microbiolégicos do Mycobacterium leprae. In: OPROMOLLA,
D. V. A. Nocdes de Hansenologia, ed 1. Sdo Paulo. Centro de Estudos Dr.
Reynaldo Quagliato, 2000, p 13.

MAGALHAES, M. C. C.; ROJAS, L. I. Evolucion de la endemia de La lepra en Brasil,
Revista Brasileira de Epidemiologia, v. 8, n. 4, p. 342-55, 2005.

MAEDA, Y.; MUKAI, T.; SPENCER, J.; MAKINO, M. Identification of an
Immunomodulating Agent from Mycobacterium leprae. Infection and Immunity, v.
73,n.5, p. 2744-2750, maio. 2005.


http://www.ingentaconnect.com/content/bsc/sji;jsessionid=etdtpq7cn4397.victoria

MALHOTRA, D.; DARVISHI, K.; LOHRA, M.; KUMAR, H.; GROVER, C.; SOOD, S,
BELUM SN REDDY, B. S. N.; BAMEZAI, R. N. K. Association study of major risk
single nucleotide polymorphisms in the common regulatory region of PARK2 and
PACRG genes with leprosy in an Indian population. European Journal of Human
Genetics, v. 14, p. 438-442, 2006.

MENDONCA, V. A.; COSTA, R. D.; MELO, G E. B. A.; ANTUNES, C. M.; TEIXEIRA,
A. L. Imunologia da Hanseniase. Anais Brasileiro de Dermatologia, v. 83, n. 4, p.
343-50, 2008.

MEISNER, S. J.; MUCKLOW, S.; WARNER, G.; SOW, S. O.; LIENHARDT, C.; HILL,
A. V. S.; Association of NRAMP1 polymorphism with leprosy type but not
susceptibility to leprosy per se in west Africans. American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene, v. 65, n. 6, p. 733-735, 2001.

MIRA, M. T.; ALCAIS, A.; THUC, N. V.; MORAES, M. O.; DI FLUMERI, C.; THAI, V.
H.; PHUONG, M. C; HUONG, N. T.; NGOC BA, N.; KHOA, P. X.; SARNO, E. N,
ALTER, A.; MONTPETIT, A, MORAES, M. E.; MORAES, J. R.; DORE, C,;
GALLANT, C. J.,; LEPAGE, P.; VERNER, A.; DE VOSSE, V.; HUDSON, T. J.; ABEL,
A.; SCHURR, E. Susceptibility to leprosy is associated with PARK2 and PACRG.
Nature. v. 427, p. 636-40, 2004.

MITSUDA, K. Les Iépreux maculo-nerveux, d’une part, les tubereux d"autre part, se
comportent differément a la suite d’une inoculacion d’emulsion de tubercle 1épreux.
In: Conference Internationale de La Lepre, 3, Strasbourg, p. 219-220, 1923.

MOREIRA, J. Les origines plus élognées de la lépre au Brésil. Lepra —
Bibliotheca Internationalis, v. VII, p. 72, 1908.

OLIVEIRA, M. S. A. Correlacdo entre a resposta imunocelular periférica e
caracteristicas imunohistoquimicas das lesdes cutédneas nas formas polares da
hanseniase. Tese de Doutorado. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
USP. Ribeirdo Preto, 1996.

OPROMOLLA, D. V. A. NocOes de Hansenologia, ed 1. Bauru: Centro de Estudos
Dr. Reynaldo Quagliato, 2000.

OPROMOLLA, P. A.; MARTELLI, A. C. C. A terminologia relativa a hanseniase.
Anais Brasileiro de Dermatologia. v. 80, n. 3, p.293-4, 2005.

OPROMOLLA, P. A. Informagédo em Saude: a trajetoria da hanseniase no Estado de
Sdo Paulo, 1800-2005, 2007. 149 f. Tese (Doutorado em Saude Publica) —
Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Saude Publica , Sédo Paulo, 2007.

PARDILLO, F. E.F;, TRANQUILINO, T. F.; FAJARDO, R. M. A.; SCOLLARD, D,
ROBERT, H.G. Methods for the Classification of Leprosy for Treatment Purposes
Clinical Infectious Diseases. v. 44, p. 1096-1099, 2007.



PFEFFER, K. Biological functions of tumor necrosis factor cytokines and their
receptors. Cytokine & Growth Factor Reviews, v.14, n.3-4, p.185-91, jun-ago.
2003.

PONTES, A. R. B.; ALMEIDA, M. G. C.; XAVIER, M. B.; QUARESMA, J. A. S,
YASSUI, E. A. Detecccdo do DNA de Mycobacterium leprae em secrecdo nasal.
Revista Brasileira de Enfermagem,v. 61 (esp), p.734-747, Brasilia, 2008.

PREVEDELLO, F. C.; MIRA, M. T.; Hanseniase: uma doenca genética? Anais
Brasileiro de Dermatologia, v. 82, n. 85, p. 451-459, 2007.

QUIROGA, M. F.; MARTINEZ, G. J.; PASQUINELLI, V.; COSTAS, M. A.; BRACCO,
M. M.; MALBRAN, A.; OLIVARES, L. M.; SIELING, P. A; GARCIA, V. E. Activation of
Signaling Lymphocytic Activation Molecule Triggers a Signaling Cascade That
Enhances TH1 Responses in Human Intracellular Infectionl. The Journal of
Immunology, v. 173, p. 4120-4129, 2004.

RAUPACH, B.; SHE, K. Immune responses to intracelular bacteria. Current Opnion
in Immunology, v. 13, p. 417-428, 2001.

RIDLEY, D.S.; JOPLING, W.H. Classification of leprosy according to immunity: a five-
group system. International Journal of Leprosy. v. 4, p. 255-273, 1966.

ROA, R. I. L.; VELASQUEZ; C. G.; NAVARRO, A. A.; BUELNA, M. M.; NIEBLA, C.
G.; MORRIS, M. F. Recovery of IFN-y levels in PBMCs from lepromatous leprosy
patients through the synergistic actions of the cytokines IL-12 and IL-18.
International Immunopharmacology, v. 8, n. 13-14, p. 1715 - 1720, 2008.

RUSSELL, J.H.; LEY, T.J. Lymphocyte-mediated cytotoxicity. Annual Review of
Immunology, v. 20, p. 323-370, 2002.

SAMANO, E. S. T.; RIBEIRO, L. M.; GORESCU, R. G.; ROCHA, K. G.; GRUMACH,
A. S., Involvement of C4 Allottypes in Pathogenesis of Human Diseases, Revista do
Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo, v. 59, n.3, p.138-
144, 2004.

SAMPAIO, E. P; SARNO, E. N. Expression and cytokine secretion in the statesof
immune reactivation in leprosy. Brazilian Journal of Medicin and Biological Research
v.31,n.1, p. 69-76, 1998.

SANTOS, A. P. T.;, ALMEIDA, G. G.; MARTINEZ, C. J.; REZENDE, C.
Imunopatologia da Hanseniase: Aspectos Clinicos e Laboratoriais. NewsLab -
edicdo 73, p. 142-156, 2005.

SANTOS, G. G.; MARCUCCI, G.: GUMARAES JUNIOR, J.; MARGARIDO, L. C:;
LOPES, L. H. C. Pesquisa de Mycobacterium leprae em biépsias de mucosa oral por
meio da reacdo em cadeia de polimerase. Anais Brasileiro de Dermatologia, V.
82, n. 3, p. 245-249, 2007.



SANTOS, V. S. M. Researching documents on the history of Hansen.s disease in
Brazil. Histéria, Ciéncias, Saude — Manguinhos, Rio de Janeiro, v. 10, suplemento
1, p. 415-426, 2003.

SCOLLARD, D. M.; ADAMS, L. B.; GILLIS, T. P.; KRAHENBUHL, J. L.; TRUMAN, R.
W.; WILLIAMS, D. L. The Continuing Challenges of Leprosy, Clinical Microbiology
Reviews, v. 19, n. 2, p.338-381, abr. 2006.

SEGERER, S.; HELLER, F.; LINDENMEYER, M. T.; SCHMID, H.; COHEN, C. D.;
DRAGANOVICI, D.; MANDELBAUM, J.; NELSON, P. J.; GRONE, H. J.; GRONE, E.
F.; FIGEL, A. M; NOSSNER, E.; D SCHLONDORFF, D. Compartment specific
expression of dendritic cell markers in human glomerulonephritis. Kidney
International , v. 74, p. 37-46, Jul. 2008.

SILVA, R. C. Estudo do comportamento dos testes sorolégicos Ml Flow e Elisa (PGL-
I) em areas endémica e ndo endémica de hanseniase, 2008. 161f. Tese (Doutorado
em Ciéncias da Saude) — Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, 2008.

SPELLBERG, B.; EDWARD, J. E. Type 1/ Type 2 Immunity in Infectious Diseases.
Clinical Infectious Diseases, v. 32, p. 76-102, jan. 2001.

SOUZA CAMPOS, N., Historia da endemia leprética em Sao Paulo. Sdo Paulo, 1942
(mimeo). Disponivel em:
http://hansen.bvs.ilsl.br/textoc/teses/OGUSKU ELIANA/PDF/refer biblio.pdf acesso
em 12 de abril de 2008.

SOUZA, V. N. B.; PEREIRA, A. C. Genética Humana na Susceptibilidade a
Hanseniase. Hansenologia Internationalis, v. 32, n. 1, p. 81-93, 2007.

STEFANI, M. M. A.; MARTELLI C. M. T.; GILLIST. P.; KRAHE NBUHL J.L. In Situ
Type 1 Cytokine Gene Expression and Mechanisms Associated with Early Leprosy
Progression. The Journal of Infectious Diseases, v. 188, p. 1024-1031, out. 2003.

TALHARI, S. et al. Dermatologia Tropical: hanseniase. 4. ed. Manaus, 2006.

TAYLOR A.; VERHAGENA, J.; AKKOC, T.; WENIG, R.; FLORY, E.; BLASER, K;
AKDIS, M.; AKDIS, C. A. et al. IL-10 suppresses CD2-mediated T cell activation via
SHP-1. Molecular Immunology, v. 07, n.031, 2008.

VON ADRIAN, U. H.; MACKAY, C. R. T-cell function and migration. New England
Journal of Medicine, v. 343, p.1020-1034, 2000.

WALKER, S. L.; LOCKWOOD, D. N. J.; The clinical and imunological features of
leprosy. Britsh Medical Bulletin, v. 77 e 78, p 103 —131, nov. 2006.

WATANABE, W. T.; DREYFUSS, J. L.; IVARNE L. S. TERSARIOL, I. L. S;
BISSACO, M. A. S. Quantificacdo Automatica de Marcadores em Imagens de Imuno-
histoquimica de Dupla Marcacdo. 21° Congresso Brasileiro de Engenharia
Biomédica, p. 1539 — 1542, 2003.


http://hansen.bvs.ilsl.br/textoc/teses/OGUSKU_ELIANA/PDF/refer_biblio.pdf

Wikipedia. A enciclopédia livre. Disponivel em:
<http://pt.wikipedia.org/wiki/lmagem:M leprae ziehl nielsen2.jpg#file>. Acesso em:
18 de setembro de 2008.

WHO. Global leprosy situation. Weekly epidemiological record. Geneva, v. 25, n.
82, p. 225-232, 2007.

WHO. Leprosy: prevalence rates, beginning of 2007. Disponivel em:
http://www.who.int/lep/situation/PrevStart2007a.pdf Acesso em: 18 de setembro de
2008.

XAVIER, M. B., Estudo clinico e imunopatolégico da hanseniase em pacientes co-
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana, 2005. 141f. Tese (Doutorado) -
Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Para, Curso de POs-
Graduacao em Neurociéncias e Biologia Celular, 2006.

YOSHIE, O.; IMAI, T.; NOMIYAMA, H. Chemokines in immunity. Advances in
Immunology, v. 78, p. 57-110, 2001.

ZLOTNIK, A.; YOSHIE, O. Chemokines: a new classification system and their role in
immunity. Immunity, v. 12, p. 121-127, 2001.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Imagem:M_leprae_ziehl_nielsen2.jpg#file

APENDICE



APENDICE |
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Obrigatorio para Pesquisa Clinica em Seres Humanos — Resolu¢éo no196 de
10 de 10 de 1996 — CNS)

1) Identificagdo do paciente ou responséavel legal

Nome:

Documento de identidade no: Nascimento: / /
Endereco:

Cidade: Estado: Tel.: ()

2) Dados sobre o estudo

Titulo: “DETECQAO IN SITU DE CITOCINAS DE PERFIL TH1 E TH2 POR
IMUNOISTOQUIMICA E RELACAO COM A ATIVIDADE DE MACROFAGOS NAS
FORMAS POLARES DA DOENCA DE HANSEN”.

Aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa em: 22/11/2005, como parte
integrante do projeto de pesquisa: AVALIACAO IN SITU DA RESPOSTA
IMUNOLOGICA CELULAR, EXPRESSAO DE CITOCINAS E MARCADORES DE
LESAO NEURAL EM PACIENTES HANSENIANOS NAS DIVERSAS FORMAS
CLINICAS E EM QUADROS REACIONAIS.

3) Esclarecimento do sujeito:

Vocé esta convidado a participar de um estudo para examinar pecientes
hansénicos que tem o objetivo de esclarecer a resposta imunoldgica desta doenca.

A hanseniase € um problema de saude publica no Brasil, ela é causada
por microbios chamados bacilos de Hansen. A maioria das pessoas é saudavel o
suficiente para matar os bacilos quando eles invadem os seus corpos. Os servi¢os
de saude publica precisam saber como o0 seu corpo reage ao microbio para
desenvolver meios para acabar com a hanseniase e assim garantir a comunidade o
bem estar social. E preciso entender porque algumas pessoas adoecem e outras
ndo quando entram em contado com o microbio e assim conseguir meios de
proteger todas as pessoas.

Se vocé e/ou seu pai ou responsavel concordarem em participar deste
estudo, vocé serd submetido a um exame cuidadoso de sua pele e se houver
alguma possibilidade de vocé estar doente, vocé sera encaminhado para que um
médico te examine e te medique. Depois do exame, nds vamos colher, um pequeno
pedaco de pele, onde existir manchas, antes vocé sera anestesiado no local da
mancha, vocé sentird uma picada leve no local da coleta por conta da anestesia,
esta picada arde um pouco, mas néo representa nenhum risco para sua saude.

Vocé recebera toda a assisténcia a saude pela equipe do Ndcleo de
Medicina Tropical da Universidade Federal do Pard, que poderd ser chamada a



qualquer momento, caso haja necessidade. As despesas decorrentes da
participagdo na pesquisa e indenizagéo por eventuais danos decorrentes da mesma,
serdo de total responsabilidade dos pesquisadores principais e suas respectivas
instituicées de origem.

Vocé ndo é de forma alguma obrigado a participar da pesquisa. Caso vocé
nao deseje participar, ndo deixara de ser atendido e acompanhado durante todo o
seu tratamento se assim o desejar.

Dayse Danielle de Oliveira Silva
Aluna do programa de Pés-graduacdo em Doencas Tropicais da Universidade
Federal do Para - fone/Fax: (91) 3266-4663 / 8847-4817

Autorizo o uso do material destinado ao laboratério da Unidade de Saude.
Belém, / /

Assinatura do paciente ou responsével
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
__ NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Protocolo: N°167/2005-CEP/NMT

Projeto de Pesquisa: AVALIACAO IN SITU DA RESPOSSTA IMUNOLOGICA
CELULAR, EXPRESSAO DE CITOCINAS E MARCADORES
DE LESAO NEURAL EM PACIENTES HANSENIANOS NAS
DIVERSAS FORMAS _ CLINICAS E EM QUADROS
REACIONAIS.

Pesquisador Responsével: JUAREZ ANTONIO SIMOES QUARESMA
Instituicdo / Unidade: UFPA/NMT

Data de Entrada: 10/11/2005.

Data do Parecer: 22/11/2005.

PARECER
Considerando: - a urgéncia em iniciar o estudo referente a proposta
em tela; - que o protocolo apresentado, atende as exigéncias da  resolugéo
196/96/CNS/MS, decidimos aprova-lo “ad referendum” e , apresenté-lo a proxima reuniao
prevista para 29/11/2005.

Parecer: APROVADO

Belém, 22 de novembro de 2005.

Prof® M? da Conceighio Nascimento Pinheiro
Coordenadora do CEP-NMT/UFPA.



