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Epigrafe

“A busca do conhecimento € uma luta incessante
entre 0 ndo saber e o0 querer saber. Dialética
presente no coracdo dos cientistas, que ndo se
contentam somente em viver, mas buscam fazer
valer e acontecer tudo que sonham.”

Caio Cunha
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RESUMO

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa cronica que acompanha a humanidade ha muitos
anos. O Brasil ocupa o segundo lugar em nuimeros de casos, sendo que o estado do Para é o que
apresenta 0 maior nimero de casos absolutos. Este estudo teve como objetivo avaliar a
imunorreatividade para TGF-B e caspase-3 nas formas clinicas virchowiana e tubercul6ide do mal de
hansen procurando correlacionar o padrdo de imunomarcacado com o controle tecidual da resposta
imune do hospedeiro ao bacilo, através de um estudo de caso controle com 30 pacientes, sendo
quinze apresentando na forma virchowiana e quinze com o tipo tubercul6ide. Os pacientes seguiram
o0 protocolo de diagnéstico de hanseniase segundo critérios do Ministério da Saude do Brasil.
Observou-se que a forma virchowiana da hanseniase apresentou uma correlacéo estatisticamente
significativa (p=0,4630) entre o TGF-f a caspase-3, evidenciando que tanto a citocina quanto o
imunomarcador da apoptose aumentam gradativamente e simultaneamente nesta forma polar e que
indiretamente aponta para um papel do TGF- no controle da resposta imunoldgica in situ a infeccao

pelo Mycobacterium leprae.

Palavras-chave: hanseniase, TGF-B, apoptose, citocinas, imunopatologia, Mycobacterium leprae.
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ABSTRACT

Leprosy is a chronic infect-contagious disease that accompanies the humanity for many years. Brazil
occupies the second place in numbers of cases, and the state of Para is that presents the largest
number of absolute cases. This study had as objective to evaluate the immunorreactivity for TGF-3
and caspase-3 in the lepromatous and tuberculoid clinical forms of the leprosy evil trying to correlate
the immunomarking pattern with the tissue control of the immune response of the host to the bacillus,
through a retrospective study of paraffin enclosed tissue of 30 patients, being fifteen presenting in the
lepromatous form and fifteen with the tuberculoid type of disease. The patients followed the protocol of
leprosy diagnosis according to criteria of Health Ministry of Brazil and histopathologic features. It was
observed that the lepromatous form of the leprosy presented a significant statistically correlation
(p=0,4630) among TGF-f to caspase-3, evidencing that as the cytokine as the imunomarking of the
apoptosis increase inch by inch and simultaneously in this polar form and that indirectly appear to a
role of TGF- in the control of the immunologic response in its place to the infection for the

Mycobacterium leprae.

Keywords: leprosy, TGF-f3, apoptosis, citocines, immunopathology, Mycobacterium leprae.
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1. INTRODUCAO

1.1. HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa crénica que
acompanha a humanidade ha muitos anos, existindo relatos biblicos que ratificam
esta afirmacdo como nos capitulos 14 e 15 de Levitico, um dos livros que compdem
0 antigo testamento. Outras referéncias historicas importantes sdo a presenca da
hanseniase notificada em tratados médicos chineses, o Nei Ching Su Wen, nas
proximidades dos anos 2600 a.C. e escrituras na india, evidenciado nos livros
sagrados, Regveda Samhita, em 1500 a.C., que denomina a doenca de kushita

(OPROMOLLA, 2000; HELMER et al., 2004; TRALE et al., 2005).

No antigo testamento, ha relato sobre esta moléstia como a praga da
‘lepra”, através da tradugdo grega da palavra tsaraath, de “lepros” em grego, que
significa uma condi¢cdo anormal da pele dos individuos, das roupas ou das casas,
que necessitavam de “purificagdo”. (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO,

2002).

Na Europa em torno de 300 a.C., evidéncias do aparecimento da
doenca ocorreram com o regresso de militares contaminados, remanescentes das
batalhas ocorridas na India, liderados por Alexandre, o Grande, sendo, portanto,
considerados 0s responsaveis pela disseminacdo da doenca no continente.

Somente em 1500 d.C. a hanseniase passou a ser bem conhecida. Areteo da
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Capadocia e Galeno denominavam a doenca de elefantiase ou “elephas”, sem fazer
referéncia a distarbios de sensibilidade, como faziam os autores chineses, que
citavam em seus escritos os disturbios neurologicos. Nesse periodo, Areteo foi o
primeiro a observar a face infiltrada do paciente com hanseniase virchowiana,

denominando estas manifestacoes de “face leonina” (CUNHA, 2002).

Na Africa, a ocorréncia da hanseniase se deu ao longo das rotas
comerciais, durante a ldade Média. Ha referéncias desta doenca, no Egito, desde
1350 a.C. e de que, provavelmente ela teria sido introduzida pelos escravos negros
do Sudédo (MUIR, 1974). Nas Américas a hanseniase foi introduzida na metade do
século XVI por imigrantes europeus, franceses, espanhois e portugueses e
posteriormente escravos africanos; especialmente no Brasil. Os casos registrados,
atualmente nos Estados Unidos, sdo de veteranos da Il Guerra Mundial e de

imigrantes recentes, principalmente, dos paises asiaticos (YAWALKAR, 2002).

Gerhard Henrik Armauer Hansen, em 1874, descobriu o bacilo alcool-
acido-resistente e Gram-positivo, denominado atualmente de Mycobacterium leprae,
agente etiologico desta doenca, sendo desta forma o primeiro a correlacionar a
hanseniase a um microorganismo. Devido a isso, esse pesquisador sofreu
perseguicdes e callnias, sendo afastado do leprosario e ndo péde dar continuidade
ao seu trabalho experimental (MINISTERIO DA SAUDE, 2002; BEIGUELMAN,

2002).

Em 1600 foram identificados os primeiros casos de hanseniase no

Brasil, na cidade do Rio de Janeiro. Na época, a exemplo da Europa, foi utilizada
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como método de controle a segregacdo de contaminados. No inicio do século XX,
esta moléstia foi reconhecida como problema de saude publica por Oswaldo Cruz,
Emilio Ribas e Alfredo da Mata e devido a este fato, foi criado, em 1941, o Servico
Nacional de Hanseniase visando analisar o problema mais especificamente

(OPROMOLLA, 2000).

O numero de novos casos de hanseniase detectados e registrados no
mundo em 2004, segundo a Organizacdo Mundial da Saude — OMS, foi de 407.791,
sendo o sudeste da Asia, o maior detentor de casos, com 298.603 (18,3), seguido
pela Africa com 46.918 (6,5), Américas com 52.662 (6.0), Pacifico Ocidental com
6.612 (0,4), e o Leste Mediterraneo com 3.392 (0,7) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 2005). O Brasil ocupa o segundo lugar em numeros de
casos, sendo superado apenas pela india e considerado pela OMS como area de
alta endemicidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2005), embora tenha
apresentado reducéao significativa de sua prevaléncia de 16,4 por 10.000 habitantes
em 1985 para 1,48 por 10.000 habitantes em 2005, aproximando-se da meta de
eliminacdo proposta do Plano Nacional de Eliminacdo da Hanseniase em nivel
municipal 2006-2010 com a reducao de sua prevaléncia para 1 caso por 10.000

habitantes no periodo de 2006 a 2010 (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).
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FONTE: WHO, 2005

Asia — 186.182 (1.14) / 10.000 hab. . Pacifico Ocidental — 10.010(0.06) / 10.000 hab.

. Américas — 36.877 (0.42) / 10.000 hab. . Africa — 47.596 (0.66) / 10.000 hab.

. Brasil — 30.693 (1.7) / 10.000 hab. 5 Mediterraneo Oriental — 5.396 (0.12) /10.000

FIGURA 1: Taxa de prevaléncia da hanseniase no mundo.
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FONTE: Adaptado da Organizagdo Pan Americana de Saude - OPAS, 2005.
FIGURA 2: Prevaléncia da hanseniase na América Latina 2004.

As taxas de prevaléncia de 2004 as regibes Sul e Sudeste ja
alcancaram a meta de eliminacdo, porem apesar da reducdo dos coeficientes de
prevaléncia da hanseniase no Brasil, observam-se algumas areas de alta

endemicidade. (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

O quadro abaixo revela a realidade das regides brasileiras em 2005,
ele revelava que a regido sul e a sudeste apresentam um parametro de
endemicidade médio. No nordeste, observa-se um quadro de alta endemicidade,
enquanto que as regides norte e centro-oeste apresentam o maior indice observado,
sendo classificados com o parametro hiperendémico (MINISTERIO DA SAUDE,

2006).
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TABELA 1: Prevaléncia e deteccédo da hanseniase 2005, por regido.

Regido Prevaléncia Parametro Deteccéo Parametro
Norte 4,02 Médio 5,63 Hiperendémico
Nordeste 2,14 Médio 3,07 Muito alto
Sudeste 0,60 Médio 0,88 Médio

Sul 0,53 Baixo 0,69 Médio
Centro-Oeste 3,30 Médio 4,41 Hiperendémico
Brasil 1,48 Médio 2,09 Muito alto

Fonte: SINAN/DATASUS/MS, 2006.

O Par4 é foi primeiro do Brasil em numeros absolutos de casos (5.814)
no ano de 2003, e é considerado o detentor do maior nimero de casos de
hanseniase na regido Norte, apresentando um complexo hiperendémico da doenca,
considerado como um grande problema de saude publica, principalmente na regido
sudeste do Para, nos municipios de Jacundd e Eldorado dos Carajas, aonde o
namero de casos vem aumentando a cada ano devido ao elevado fluxo migratério

de garimpeiros e trabalhadores rurais vindos do nordeste do Pais (MINISTERIO DA

SAUDE, 2005; SECRETARIA DE VIGILANCIA A SAUDE, 2004).

1.2. ASPECTOS CLINICOS

A resposta imunolégica esta diretamente relacionada com os aspectos
clinicos da hanseniase, tendo varia¢des individuais correlatas a carga bacteriana, do
percurso do bacilo e da natureza da célula apresentadora de antigeno. As
manifestagdes clinicas tém foco de acdo de lesdo nos nervos periféricos e na pele,

concomitantemente ou nao.

Inicialmente o quadro infeccioso caracteriza-se classicamente pela
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forma indeterminada (HI), tendo como sinal evidente, maculas hipocrémicas com
alteracdo na sensibilidade do tipo hipohidrose, podendo apresentar alopecia focal,
porém ndo ha comprometimento de troncos nervosos e, por isso, hdo ocorrem
alteracbes motoras ou sensitivas que possam causar incapacidade. (OMS/OPAS,

1989; YAWALKAR, 2002).

A forma indeterminada (HI) € o aspecto clinico inicial da doenca e um
fator determinante de sua evolucdo. A imunidade do hospedeiro e a nao intervencgao
terapéutica. S&o determinantes para a evolucdo da doenca para forma tuberculdide
(HT), que tem como caracteristicas clinicas o aparecimento de lesdes tuberculdides
maduras planas ou elevadas, formando placas bem individualizadas, com limites
nitidos com a pele normal; ndo apresenta tendéncia a disseminacdo e, em alguns
casos, podem evoluir para a cura espontanea. A sensibilidade térmica dolorosa esta
alterada, as lesdes mais antigas apresentam alteragcbes na sensibilidade tatil,
alopecia, hipohidrose ou anidrose e dor nos nervos periféricos, que sdo em geral

unilaterais. (TALHARI; NEVES, 1997; OPROMOLLA, 2000; YAWALKAR, 2002).
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Finnra Finura 4

Figura 3: Hanseniase Indeterminada (Macula com leve hipocrdmica e perda parcial da
sensibilidade); Figura 4: Hanseniase Tuberculéide (Lesao circinada com bordas réseas, elevadas e
granulosas; area central insensivel ao toque e a dor).

Fonte: GUINTON, 1990

A hanseniase dimorfa ou “borderline” (HD ou HB) é consequéncia da
evolucdo da forma indeterminada, sendo muito instavel, apresentando lesfes
geralmente em forma de placas, faixas e nddulos. As placas apresentam-se com
bordas irregulares, com limites de dificil identificacdo e colorag¢des ferruginosas. As
caracteristicas marcantes destas lesées € o centro circular, hipocromia, em geral séo
planas, bem delimitadas e com a periferia infiltrada formando um bordo espesso que
se difunde gradativamente para a pele, aparentemente, sa circunvizinha. Os nervos
periféricos podem estar comprometidos de maneira extensa e intensa principalmente
quando sofrem reagudizacdo da doenca, denominada de reacéo tipo | ou reagéo

reversa (OMS/OPAS, 1989; VAN BEERS et al., 1999; YAWALKAR, 2002).
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Finura 5 Finiira 6

Figura 5: Hanseniase Dimorfa Tubercul6ide (Placa infiltrada bem determinada com superficie
levemente escamosa e anestésica); Figura 6: Huanseniase Dimorfa (lesdo em “queijo suigo” e
areas centrais anestésicas).

Fonte: GUINTON. 1990

A forma clinica Indeterminada pode se apresentar com resisténcia
imunologica ineficaz e evoluir para a forma virchowiana. Suas lesfes podem se
manifestar como um surto de eritema nodoso ou uma infiltracdo difusa com
formacado de papulas, tubérculos, nédulos e placas, denominadas genericamente de
hansenomas, que ocorrem por total auséncia de resisténcia imune ao bacilo. Outra
caracteristica desta forma clinica é o infiltrado nasal, com lesdes tonsilares, linguais,
pregas palatinas, mucosa oral, palato duro e mole, bulbo ocular, tendo um
comprometimento neural brando na fase inicial se enfatizando com a progressao do
quadro clinico (TALHARI &NEVES, 1997; MARCUCCI et al., 2000; YAWALKAR

2002).
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Finura 7 Finura 8

Figura 7: Hanseniase Dimorfa Virchowiana (Numerosas placas disseminadas les6es anulares,
papulas e maculas, com baixa perda de sensibilidade); Figura 8: Hanseniase Virchowiana
(acentuado infiltracéo difusa, madarose e perdas se cilios).

Fonte: GUINTON, 1990

A maior sequela que a hanseniase esta doenca acarreta sao as
alteracdes neurais, desta forma, o diagndstico histopatolégico é primordial para a
deteccdo do Mycobacterium leprae e dos danos neurais e cutaneos. As sequelas
dermatoldgicas e neurologicas podem ocorrer em todas as fases da doenca, porém
na forma indeterminada ocorrem nos ramusculos nervosos da pele, mas sao
rarissimos nos troncos nervosos periféricos normalmente comprometidos a partir da
forma tuberculéide. A lesdo nos nervos periféricos provoca parestesias e /ou
paralisias, tendo como efeito progressivo infec¢cdes frequentes, osteomielite,
reabsorcdo 6ssea com perda de digitos ou deformidades resultantes de traumas

devido a perda da sensibilidade (SAMPAIO et al., 2002; HAHN, 2004).

A hanseniase, devido as suas seglelas neurais e motoras, é
classificada como uma doenca incapacitante, marginalizando e levando a diminui¢ao
ou a interrupcdo da capacidade produtiva de milhares de pacientes (OPROMOLLA,

2000; WHO, 2000).
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1.3. CLASSIFICACAO DAS FORMAS CLINICAS

Ao longo dos anos, varias classificagcbes foram propostas, sendo as

seguintes as mais usuais:

o Classificagdo de Madri: Ocorreu em Madri, em 1953, o VI Congresso
Internacional de Leprologia, onde foi exposta uma classificacdo baseada em quatro
critérios: Clinico, Imunoldgico, histolégico e o bacterioldgico. Hoje, nas unidades de
saude coletiva no Brasil, esta classificacdo é a mais utilizada para realizacdo de
diagnéstico, tendo como ponto de organizacdo duas formas imunoldgicas polares
estaveis — forma tuberculéide (HT) e a forma virchowiana (HV) — e dois grupos
imunoldgicos centrais instaveis — o grupo indeterminado (HI) e o grupo dimorfa (HD)

(OMS; OPAS, 1989; GALLO et al., 2003).

o Classificacdo Ridley e Jopling: Esta classificagcdo foi elaborada em
1966 por dois médicos Ingleses, Ridley e Jopling e tem como foco principal de
selecdo a andlise histopatolédgica, aceitando a possibilidade de formas evolutivas,
tomando uma forma espectral, podendo migrar para o pélo de resisténcia (TT), ou
para o poélo anérgico (LL). Os subtipos sé&o os seqguintes: | — TT — BT — BB — BL —

LL.

o Classificacdo da OMS (Organizagdo Mundial de Saude): Esta
classificacéo foi elaborada em 1989 e fundamentada no ndmero de lesdes que o
individuo apresenta. Se o0 paciente apresentar seis ou mais lesbes, serdo

considerados multibacilares (MB - formas HD e HV e os, com menos de 6 lesdes,
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serdo considerados paucibacilares (PB) - Hl e HT).

o A classificacéo pelo indice Baciloscopico: Esta classificacdo é baseada
na avaliacdo da densidade de bacilos vivos e mortos em esfregacos de lesdes
cutaneas, coradas pelo método de Ziehl-Neelsen, s&do mensurados por uma escala
de logaritmo de Ridley observado em campo microscopico médio pela objetiva de
imersdo em Oleo. Esta classificacdo foi elaborada por Ridley (RIDLEY & JOPLING,

1966).

O método baciloscopico, para ser realizado, necessita de alguns
critérios, como: apenas realizar a coleta através do raspado celular em pacientes
gue apresentam sinais e/ou sintomas dermatolégicos e neurolégicos compativeis
com hanseniase e devem ser coletados de quatro locais distintos, que segundo o
Ministério da Saude, séo: l6bulo da orelha direita; l6bulo da orelha esquerda;
cotovelo direito ou esquerdo se houver lesdo a ser coletada do lado esquerdo ou
direito do corpo do paciente respectivamente; e lesdo propriamente dita

(OMS/OPAS, 1989; YAWALKAR, 2002).

Quando o individuo ndo apresenta evidéncia de lesdes cutaneas, opta-
se pela coleta dos cotovelos direito e esquerdo. O Método de Ziehl-Neelsen é a
técnica de escolha, sendo util para o diagnostico e classificacdo dos pacientes para
fins de tratamento em multibacilares, formas clinicas Dimorfa e Virchowiana, que
apresentam indice baciloscépico diferente de zero em qualquer um dos sitios de
coleta. Paucibacilares, formas clinicas Indeterminada e Tubercul6ide com indice

baciloscopico igual a zero em qualquer dos sitios examinados. A multidrogaterapia é
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administrada durante 12 meses para 0s pacientes multibacilares e de seis meses

para os paucibacilares. (OMS/OPAS, 1989; YAWALKAR, 2002).

IB 1 + = 1-10 bacilos em média em 100 campos | IB 2 + = 1-10 bacilos em média em 10 campos
examinados e visualizados com objetiva de 100 x | examinados e visualizados com objetiva de 100 x

(imers&o). %DOOOC%%?SOO (imerséo). O D
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IB 3+ = 1-10 bacilos, em média por campo, | IB 4+ = 10-100 bacilos, em média por campo,
examinados e visualizados com objetiva de 100 x | examinados e visualizados com objetiva de 100 x
(imerséo). (imers&o).

IB 5+ = 100-1000 bacilos, em média por campo, | IB 6+ = Mais de 1000 bacilos, em média por campo,
examinados e visualizados com objetiva de 100 x | examinados e visualizados com objetiva de 100 x
(imersé&o). (imers&o).

FONTE: MINISTERIO DA SAUDE, 2002.

FIGURA 9: Representacéo diagramatica do indice bacterioldgico de esfregacos de pele de
acordo com a escala de Ridley e Jopling.

Com base nos critérios histologicos da classificacdo de Ridley e
Jopling, originariamente planejada em 1962 com a finalidade de averiguar as
modificacdes que ocorrem nos tecidos de individuos portadores de hanseniase,
podemos observar um espectro de lesdes histoldgicas que difere entre os diferentes
grupos considerados. Na forma indeterminada ha auséncia de infiltrado ou
apresenta pequeno infiltrado celular incipiente composto unicamente de linfocitos

gue circundam 0s ramos nervosos e anexos da pele, enquanto que na forma
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Tubercul6ide (TT), os BAAR (bacilos alcool acido resistente) sédo pouco observados
no infiltrado, e este consiste de ilhas de células epitelidides rodeado por uma densa
massa de linfécitos, os quais pressionam a epiderme mostrando auséncia de zona
livre subepidérmica, com presenca das células gigantes de langhans com infiltracéo

e destruicdo dos ramos nervosos, o que dificulta o seu reconhecimento.

ADIPOCITOS

Figura 10 Figura 11

Figura 10: Hanseniase Indeterminada (Epiderme preservada. Na derme ha focos
de infiltrado inflamatdério crénico inespecifico e linfomonocitario em torno de vasos,
glandulas e filetes nervosos); Figurall: Hanseniase Tuberculdide (Granuloma
epitelibide constituidos de grande numero de células epitelidides).

Fonte: Departamento de Anatomia Patolégica Especial (2007)

A forma instavel Borderline-tuberculdide (BT) apresenta uma zona livre
de infiltracdo, rica em colageno, que contém células epitelidides e uma quantidade
reduzida de linfécitos comparada a forma tubercul6ide e provavel auséncia de
células de Langhans. A zona livre limita e separa, parcialmente ou completamente, o
infiltrado inflamatério da epiderme. Na forma Borderline-borderline (BB) ha um

namero bem reduzido de bacilos presentes nos histiocitos e o infiltrado é
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visivelmente separado da epiderme por uma zona livre, sendo o infiltrado constituido
de células epitelidides semelhantes a histiocitos. (WHO, 1989; OMS/OPAS, 1989;

YAWALKAR, 2002; PIMENTEL et al., 2003).

Figura 12 Figura 13

Figura 12: Hanseniase Dimorfa Virchowiana (Granuloma histiocitario com grande
infiltrado de linfocitos e faixa clara subepidérmica); Figura 13: Hanseniase
Virchowiana (Granuloma histiocitario com varias células gigantes e alguns
linfécitos e plasmacitos difusamente espalhados, com faixa clara subepidérmica).

Fonte: Departamento de Anatomia Patoldgica Especial (2007)

A forma Borderline-lepromatosa (BL) apresenta reduzidos macréfagos
vacuolizados com numero elevado de bacilos fagocitados e dispersao linfocitaria
sem evidéncia de globias. Na forma Lepromatosa (LL) tem como caracteristica
marcante um grande volume de bacilos no infiltrado celular com macrofagos

dispersos com auséncia de linfocitos. (OMS/OPAS, 1989; YAWALKAR, 2002).

1.4. ETIOLOGIA

O Mycobacterium leprae € um parasita de crescimento lento com

tempo de geracdo em média, de 12 a 21 dias, intracelular obrigatorio,
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predominantemente em macréfagos, aerébio e com tropismo para a célula de
Schwann, onde induz necrose caseosa; causa principal das deformidades
caracteristicas desta doenca. Esta localizacdo intracelular obrigatéria no sistema
fagocitico-mononuclear imprime caracteristica de doenca cronica a hanseniase.
Apresenta reproducao por fissdo binaria, € alcool-acido resistente, quando corado
pelo método de Ziehl-Neelsen e mantém-se viavel, fora do organismo, por até 10
dias a 4°C, em fragmentos de biopsias e\ou suspensdo. Em secrecbes nasais,
podem sobreviver por até 7 dias a 20,6 °C e umidade de 43,7%, entretanto, o
aumento da temperatura e da umidade leva a diminuicdo de sua viabilidade, os
pacientes apresentam lesdes hansénicas localizadas na pele, mucosas e nervos
periféricos o que indica que esta bactéria tem preferéncias por locais com

temperaturas menores que 37°C (NUNZI & LEIKER, 1981; MADEIRA, 2000).

O bacilo de Hansen, assim como em outras espécies de mycobactérias
patogénicas, possui superficie externa caracterizada pela presenca de uma grande
quantidade de componentes lipidicos, os quais sdo provavelmente responsaveis
pela, “zona elétron transparente”, e pelo aspecto espumoso do material visto no
interior dos macrofagos de pacientes virchowianos. Entre eles, os mais importantes
séao o Ptiocerol dimicocerosado (PDIM), quimicamente distinto dos encontrados nas
outras espécies de mycobactérias; e o Glicolipideo Fenolico | (PGL-l) que
apresentam um grupo fenolico glicosilado com um trissacaridio caracteristico e
aparentemente Unico para o Mycobacterium leprae. Estes lipidios podem ser
encontrados nos tecidos de seres humanos e de tatus infectados, mesmo apos a
bactéria ter sido eliminada, indicando sua permanéncia por longos periodos. A

especificidade da resposta humoral, durante o processo de infeccdo é devido a
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porcao terminal 3,6-di-O-metil glucose do PGL-1, que ainda néo foi detectado em
nenhuma outra molécula natural (NUNZI & LEIKER, 1981; BUHRER, 1998;

MADEIRA, 2000; YAWALKAR, 2002).

1.5. ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA HANSENIASE

O hospedeiro expressa suas defesas ao Mycobacterium leprae,
tomando como base dois sistemas de bloqueio, um especifico (Imunidade
Adaptativa) e outro inespecifico (Imunidade Inata). Porém a reposta imunolégica
especifica tem base de acdo celular e humoral (RAMBUKKANA, et al. 1998;

SAMPAIO et al., 2002).

O Mycobacterium leprae utiliza como mecanismo de adesdo a célula
hospedeira as adesinas bacterianas e o conjunto dos antigenos mycobacterianos de
superficie, como o PGL-1 e ML-LBP21 (Mycobacterium leprae — Laminin binding
protein 21) e receptores da célula hospedeira, especialmente o a-distroglicano, que
serve como receptor para o Mycobacterium leprae. Porém, de forma indireta pode
sofrer absorcdo sobre a superficie bacteriana da célula original do hospedeiro

(RAMBUKKANA, et al. 1998; SAMPAIO et al., 2002).

Na Hanseniase, os bacilos sao fagocitados por células apresentadoras
de antigeno que secretam IL-1 que ativa os linfécitos T. Paralelamente, os antigenos
contidos no Complexo Principal de Histocompatibilidade tipo 1l (MHC, Major
Hitocompatibility Complex) sdo reconhecidos pelos linfocitos T que sofrem

proliferacdo clonal gerando células efetoras e de memodria. A subpopulagcdo TH1
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secreta preferencialmente IL-2, IL-12, IL-15, IL-18 e IFN-y, citocinas que estimulam a
resposta celular e as reacfes de hipersensibilidade. A subpopulacdo TH2 secreta
predominantemente IL-4, IL-5 e IL-10 que promovem basicamente resposta humoral.
Neste contexto, a reposta imune com predominio do perfil de citocinas Thl
corresponde clinicamente as formas benignas da doenca (T, BT) e resposta com
predominio de Th2 as formas malignas (BL, LL), ressaltando a instabilidade das
formas boderlines ou dimorfas (VAN BEERS et al., 1996; ANTUNES et al., 2003;

JANES et al., 2006).

Na forma virchowiana, ha uma depresséao seletiva de linfocitos T CD4+
do tipo Thl, produtores de interferon-y (IFN-y) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-
a), importantes citocinas envolvidas na ativacado da resposta imune celular, contra
patdgenos intracelulares. Por outro lado, nestes pacientes, observa-se uma
exacerbacdo da resposta de linfécitos T CD4+ do tipo Th2 produtores de
interleucinas 4 (IL-4) e interleucina 5 (IL-5), que ativam a producéo de anticorpos e

ainda apresentam efeitos inibidores sobre a resposta Thl (NOMELINI et al., 1998).

No desenvolvimento da resposta imune logo ap6s a entrada da
mycobactéria nos macrofagos, o proprio Mycobacterium induz a producao de TNF-a
e TGF- B pelos macréfagos infectados. De um lado, o TNF-a promove a ativacdo de
macréfagos para a destruicdo intracelular do agente infeccioso e potencializa o
efeito TH1, por outro lado TGF-B desativa macrofagos, aumenta a proliferagao
bacilar e contrapde os efeitos de TNF-a, com predominio de resposta TH2. Na
hanseniase é possivel que haja dualidade e fatores outros que determinam a

definicAo da predominancia de resposta e consequentemente a forma clinica
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(YAMAMURA et al., 1991).

O TNF-a tem sido considerado como molécula chave na complicada
rede de interacdo entre leucécitos sanguineos e células teciduais, sendo
considerada uma potente citocina pré-inflamatéria e imunoestimulatoria, um fator
importante mediador em uma ampla variedade de estados inflamatorios agudos e
cronicos, dependendo da quantidade e do tempo de producdo. Pacientes com ENL
apresentam aumentados niveis de TNF-a, e IL-1 sugerindo que TNF-a, poderia ser
um mediador chave na imunopatogenia do dano tecidual que ocorre no eritema
nodoso (SAMPAIO et al, 1998; PENNA et al., 2005). O TGF-B € uma citocina cujas
acOes sao altamente pleiotrépicas, inibe o crescimento de alguns tipos celulares e
estimula o crescimento de outros. Embora considerada em parte, um regulador
negativo da imunidade, orquestra eventos vitais, para iniciagcdo, progressdo e
resolucdo da resposta inflamatoria imune mediada. Esses efeitos opostos séo
provavelmente controlados por producdo e laténcia seletiva desta citocina

(WAHL,1992).

A resposta imune da doenca depende de dois fatores: da
subpopulacdo de linfécitos T e de sua atividade macrofagica, podendo ter
predominéncia do mecanismo de defesa ou disseminacdo da doenca, que
clinicamente apresenta-se na forma tuberculéide (TT) ou lepromatosa (LL). Um dos
fatores importantes na diferenciacdo destas formas clinicas € a presenca de
citocinas como, TNFa e IFN-y e os mediadores de oxidagdo como reativos
intermediarios do oxigénio (ROI) e do nitrogénio (RNI) que s&o componentes

primordiais para debelar os bacilos fagocitados pelos macréfagos (FOSS, 1997,
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GOULART et al., 2002).

Na resposta humoral, a eliminacéo do bacilo é ineficaz, o que pode ser
avaliado pela deteccdo do anticorpo especifico (Anti-PGL-1) para o glicolipideo
fendlico da parede do M. leprae, que ndo apresenta reacdo cruzada com outras
mycobactérias. Altas concentracdes de anticorpos no sangue periférico estao
relacionadas a acentuada carga bacilar, encontrada nas formas borderline
lepromatosa (BL) e lepromatosa (L), diferente dos pacientes tuberculdides que
apresentaram titulos semelhantes aos controles sadios (FOSS & CALLERA, 1993;
ABULAFIA & VIGNALE, 2001).

O (glicolipideo fendlico (PGL-1) € uma molécula que contém uma
porcao trissacaridica ndo encontrada em nenhuma outra mycobactéria e que, ligada
ao fenol, parece ser um potente captador de radicais O2. Estudos demonstram
titulos elevados de IgM anti-PGL1 por ocasido do diagnostico e queda desses titulos
apos tratamento com poliquimioterapia. Os principais obstaculos em se obter
grandes quantidades de moléculas de PGL-1 ¢é a dificuldade de cultivo do M. leprae.
A producao sintética do glicideo terminal da molécula, conjugada a uma molécula
carreadora resultou em compostos mono, di e trissacarideos, que reagem com Soro
de doentes. A possibilidade de producédo dos antigenos possibilitou estudos clinico-

laboratoriais (VAN BEERS et al., 1996; BRASIL, 2003; CALADO et al., 2005).

A destruicdo ou a multiplicacdo do bacilo no interior dos macréfagos
pode ser determinada por mecanismos imunologicos que envolvem a apresentagcao
do antigeno (complexo MHC) e do antigeno de histocompatibilidade HLA, ambos

geneticamente determinados. Na forma tuberculdide predomina o fenétipo HLA-DR2
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e HLA-DR3, padrédo de néo suscetibilidade a doenca. Na hanseniase virchowiana e
dimorfo-virchowiana predominam o fenotipo HLA-DQ1, relacionado a suscetibilidade
(FOSS, 1999).

O MHC no ser humano esta localizado no brago curto do cromossomo
6, e, didaticamente, esses genes podem ser reunidos em 3 grupos, denominados
genes de classe I, Il e lll. Os genes de classe | codificam as moléculas de
histocompatibilidade HLA-A, B e C, os de classe Il as moléculas HLA-DR, DQ e DP.
Os genes de classe lll, embora estejam incluidos dentro do MHC, nao codificam
moléculas de histocompatibilidade, e sim outras moléculas, algumas delas fazendo
parte do sistema imune outras ndo. Assim, as proteinas C4 e C2 da via classica e o
fator B da via alternativa do complemento, os fatores de necrose tumoral (TNF-a e
TNF-B), a proteina do choque térmico (Hsp 70) e as enzimas 21-hidroxilase s&o

moléculas incluidas na regido de classe Ill (FERNANDES et al, 2003).

As moléculas de classe | estdo constitutivamente expressas nas
superficies de todas as células nucleadas, sendo compostas por 2 cadeias
diferentes (heterodimeros). A cadeia pesada a, polimérfica, é codificada pelos locus
HLA-A, -B, ou -C do MHC, situados no cromossomo 6, e a cadeia leve, a [2-
microglobulina, ndo polimorfica, € codificada por gene situado fora do MHC, no
cromossomo 15. A cadeia pesada a contém 3 dominios: a1, a2 e a3, sendo que o
grande polimorfismo dessas moléculas ocorre nos dominios a1 e a2. Esses
dominios sdo extracelulares e contém cerca de 90 residuos de aminoacidos cada.
Os peptideos que vao se ligar as moléculas de classe | sdo gerados no citosol, pela
acao de algumas proteinas chamadas proteassomas (genes LPM 2 e 7, situados no

MHC) e transportados ao reticulo endoplasmatico pelas proteinas TAP 1 e 2 (genes
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também situados no MHC). Uma vez formado, o peptideo com cerca de 8 a 12
aminoacidos se encaixa no sulco de ligacdo ao peptideo da molécula HLA de classe
| ainda no reticulo endoplasmatico e, entdo, a molécula HLA ligada ao peptideo é
transportada até a membrana da célula, sendo apresentada ao linfocito T CD8

(EREN & TRAVERS, 2000).

As moléculas HLA de classe Il estdo presentes constitutivamente
apenas nas superficies de alguns tipos celulares como macrofagos, linfécitos B e
células dendriticas, coletivamente denominadas de células apresentadoras de
antigenos. Essas moléculas também sdo heterodimeros formados por uma cadeia a
e uma 3, ambas codificadas por genes situados no MHC, ou seja, no cromossomo 6,
contendo 2 dominios a1/ a2 e B1/82. Os dominios que apresentam maior
polimorfismo sdo o a 1 e o B1 (cada dominio contém cerca de 90 residuos de
aminoécidos) para as moléculas HLA-DQ e DP. Em contraste, para as moléculas

HLA-DR, o polimorfismo ocorre no dominio 1 (FERNANDES et al, 2002).

Os peptideos apresentados pelas moléculas HLA de classe Il tém
cerca de 15 a 24 aminoacidos e sdo processados nos compartimentos
endolisossomais, sendo que as moléculas HLA-DM (presentes somente no interior
da célula) permitem que o peptideo se una ao sulco de ligacdo ao peptideo da
molécula de classe Il. As moléculas contendo os peptideos tornam-se estaveis,
sendo entdo transportadas até as superficies celulares, facilitando, assim, a

apresentacao do peptideo ao receptor do linfocito T CD4 (McDEVITT, 2000).

O padrao clinico da doenca esta associado aos genes ligados ao HLA,
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pois ha evidéncias, ainda ndo comprovadas, que sugerem que o0s individuos
suscetiveis aos alelos HLA-DR2 e HLA-DR3, apresentam mais resisténcia a doenca
e desenvolvem com mais frequéncia hanseniase tuberculdide (HT), enquanto que 0s
com HLA-DQ1 apresentam mais susceptibilidade a doenca e desenvolvem
hanseniase lepromatosa (HL) (HASTINGS & OPROMOLLA, 1994; TALHARI &

NEVES, 1997; GOULART et al., 2002).

Durante os episédios reacionais, onde ha um processo inflamatorio
agudo, os sinais e sintomas apresentados pelo paciente exacerbam-se, sabendo-se
qgue isso significa mudancas subitas na sua resposta imune aos fragmentos do
bacilo. Ainda ndo sdo totalmente conhecidos os mecanismos imunes regulatérios
capazes de desencadear ou controlar tais reacfes. A reacéo tipo I, reacdo reversa,
parece estar associada a aumento subito da resposta imune mediada por células
contra os antigenos do bacilo. E considerada reac&o de hipersensibilidade tardia e é
associada a mudancas clinicas e histopatologicas em direcdo ao pélo Thl. Na
reacdo tipo Il, os mecanismos parecem ser mais complexos. Nos ultimos anos,
alguns estudos tém sugerido a contribuicdo da resposta celular durante o eritema
nodoso da hanseniase (ENH) em desacordo com trabalhos anteriores que atribuiam
significativa participagdo dos imunocomplexos (LAAL et al.,, 1985). No entanto,

estudos in vitro confirmam a presenca de TH1 (UETA et al, 1993).

Os surtos reacionais representam episodios inflamatérios que se
intercalam no curso cronico da hanseniase. Devem ser prontamente diagnosticados
e tratados. Os tipos de reacdo mais importantes s&o: a reacao reversa ou reagao do

tipo 1 e a reacao do tipo 2 ou eritema nodoso da hanseniase (ENH). As reacdes
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seguem-se a fatores desencadeantes, tais como: infeccbes intercorrentes,
vacinacdo, gravidez e puerpério, medicamentos iodados, estresse fisico e
emocional. Os quadros reacionais, as vezes, antecedem o diagnoéstico da

hanseniase, surgem durante o tratamento ou apos a alta (GOULART et al., 2002).

A reacdo do tipo 1 tende a surgir mais precocemente no tratamento,
entre 0 2° e 0 6° meses, caracteristicamente na hanseniase dimorfa. E considerada
reacdo mediada pela imunidade celular e representa melhora (up-grading) ou piora
(down-grading). Clinicamente sao indistinguiveis e se caracterizam por exacerbacao
das lesdes pré-existentes, que se tornam edemaciadas, eritematosas, brilhantes,
podendo chegar a ulceracdo. Os sintomas sistémicos variam. Surgem lesées novas
a distancia e as neurites mostram-se frequentes, podendo ser a Unica manifestacao
clinica. As neurites podem ser silenciosas, ou seja, o dano funcional do nervo se
instala sem quadro clinico de dor e espessamento do nervo. Os nervos mais
comprometidos sao os ulnares e medianos nos membros superiores, fibular comum
e tibial posterior nos membros inferiores e facial e grande auricular no segmento

cefalico (TALHARI & NEVES,1997; NERY et al,1999).

A reagéo do tipo 2 ou eritema nodoso da hanseniase (ENH) nas formas
virchowianas e dimorfas, em geral, apds seis meses de tratamento. Trata-se de
sindrome desencadeada por imunocomplexos, mas a imunidade celular possui
importancia em etapas iniciais do processo. Ha aumento de citocinas séricas, como
0 TNF-a e o IFN-y sem, contudo, haver mudancga definitiva da condigdo imunoldgica
do paciente (FOSS,1999; NERY et al,1999). Na pele, a lesdo tipica é o eritema

nodoso da hanseniase (ENH) que se caracteriza por lesdes eritematosas, dolorosas,
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de tamanhos variados incluindo papulas e nédulos localizados em qualquer regiao
da pele. Ainda na pele, descreveu-se o0 eritema nodoso necrotizante e o eritema
polimorfo. Em alguns casos, o quadro reacional evolui com neurite, orquite,
epididimite, irite, iridociclite, artrite, médo e pé reacionais, linfadenite, proteindria e
dano hepatico. Edema de membros inferiores, pré-tibialgia e febre acompanham
esta reacdo. As vezes, a febre alta e prolongada domina o quadro clinico. As
reacoes do tipo 2 repetem-se e evoluem indefinidamente em surtos subentrantes

(TALHARI & NEVES, 1997).

A destruicdo dos nervos na hanseniase se deve principalmente pela
interferéncia bioquimica do bacilo com o metabolismo da célula hospedeira;
destruicdo mecanica, devido ao intenso fluxo de células e fluidos e/ou deterioracéo
imunolégica. Quanto ao aspecto imunolégico, temos o mediador quimico TNFa
como a principal citocina envolvida neste processo e foi detectada no soro de
pacientes multibacilares (MB) com reacdao tipo Il ou ENH e reacéo tipo | ou reagao
reversa (RR) e em pacientes paucibacilares (PB) com neurite isolada, entretanto

como esperado, em indices mais baixos que no ENH (SAMPAIO et al., 2002).

Evidenciaram-se altos niveis de TNF-a em soro de pacientes com
ENH, associados ou ndo a niveis elevados de IL-1, IL-6 e IL-8 (SARNO et al, 1991).
A relagéo do quadro de ENH com TNF-a foi confirmada, quando se demonstrou o
efeito da talidomida em inibir a producdo de TNF-a por células mononucleares do

sangue (PENNA et al., 2005).
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O fator transformador de crescimento (TGF- transforming growth
factor), foi assim chamado por sua capacidade de induzir células normais em cultura
ao crescimento independente de ancoragem, que uma das propriedades de
transformacao celular. Como foram isolados do meio de cultura de células de um
sarcoma, foram chamados inicialmente de fator de sarcoma. Mas tarde, verificou-se
tratar-se de dois fatores distintos, que passaram a ser denominados TGF-a e TGF-f.
O TGF-a é produzido por diversas células embrionarias ou da placenta, enquanto
que o TGF-B é sintetizado por uma grande variedade de células (placentaria,
linfécitos T, endotélios e macréfagos) e pode tanto estimular como inibir o

crescimento das células (BENJAMINI et al, 2002)

O TGF-B pode ter diferentes papéis na hanseniase: mediando uma
acao supressiva localmente associada com a presenca de PGL-1, e induzir efeitos
pro-inflamatérios, quando secretados sistematicamente por mondcitos, desta forma
atuando como uma citocina moduladora na reacdo ENH, associada com a resposta

imune Th2 nas formas multibacilares da hanseniase (GOULART et al., 2002).

Gélula

.))

-2

FIGURA 14: Representacao diagramatica da resposta imune da Hanseniase
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1.6. APOPTOSE

1.6.1. APOPTOSE COMO FENOMENO DE MORTE CELULAR

A apoptose tem como definicdo etimoldgica de origem grega, o prefixo
apo significa fora, enquanto ptose indica cair. Este fenbmeno celular condiz em uma
programacao de morte celular, através de um processo de fragmentacéo e posterior
fagocitose de seus fragmentos por células vizinhas. Podemos encontrar a apoptose
em eventos fisiologicos e patologicos, como: A destruicdo programada de células
durante a embriogénese, delecéo celular em populacfes de célula sem proliferacao,
Morte celulares em tumores, morte de neutréfilos durante a resposta inflamatéria
aguda, morte das células imunes (linfécitos B e T apds a deplecdo de citocinas, bem
como a delecdo de células T auto-reativas), morte celular induzida por células T
citotdxicas, lesdo celular em certas doencas virais, entre outras (PERREIRA, 1998;

CONTRAN et al, 2000; VENDITTI et al, 2001).

Podemos observar no processo apoptético modificacdo celulares tanto
no aspecto morfolégico, quanto no aspecto bioquimico, como: retracdo celular
devido a perda de agua e acumulo de proteinas desnaturadas; condensacédo da
cromatina; clivagem de proteinas através de cisteinas-proteases denominadas
caspases; entrecruzamento de proteinas por ativacdo das transglutaminases;
reconhecimento fagocitico que se expressa pro intermédio fosfatidilserinas na
superficie da membrana plasmatica, permitindo um reconhecimento por macréfagos

e ceélulas adjacentes para a fagocitose, sem liberacdo de componentes pro-
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inflamatdrios (PERREIRA, 1998; FABRIS, 1999; PAROLIN & REOSAN, 2001).

O mecanismo de execucdo se caracteriza por ter forma heterogenias
de sinalizacédo e regulacdo para convergéncia de cascata proteolitica. As proteases
que deflagram e mediam este mecanismo sdo conhecidas como caspases, que
podem ser divididas em iniciadoras e executoras, dependendo da ordem que séo
ativadas antes da morte celular, sendo responsaveis pelas alteracdes morfolégicas
caracteristicas da apoptose. O TNF-a € um indutor do efeito citotoxico em algumas
doencas, induzindo a ativagdo das cisteinas-proteases caspases-8 e caspases-3

(PERREIRA, 1998; VESCOVO et al, 2002; JANES et al., 2006).

As caspases estdo presentes no citosol sob a forma de pré-enzimas
inativas, tornando-se ativas apdés clivagem proteolitica. Uma vez ativada, a maioria
das caspases tem a habilidade de catalizar a ativacdo de multiplos outros membros
dessa familia, resultando em amplificacdo da cascata proteolitica. Alguns membros,
tais como a caspase-8, ocupam posi¢cao proximal na cascata proteolitica e agem
como reguladores e iniciadores, enquanto outros como a caspase-3 sao mais distais

e agem como efetores da fragmentacéo celular (PATEL & GORES, 1998).

A regulacdo fisiolégica da atividade da caspase 3 ocorre
predominantemente ao nivel de processamento da proé-enzima e maturacdo na
cascata proteolitica, quando algumas caspases ativam sequiencialmente outras e
eventualmente ativam a si mesmas por autoprotedlises intramolecular. No modelo
hierarquico, o iniciador protease, como caspase -8 ou -10, fica ativado por estimulo

apoptético, entdo ativa um amplificador protease como caspase-1, que voltam a
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ativar a maquinaria protease, como caspase-3 ou -7. Outro importante aspecto da
apoptose é em relacdo a familia das proteinas de transmembrana, proprio de
receptores de fator de necrose tumoral (TNFR) que atualmente inicia o sinal da
cascata de transducdo durante o efeito final da funcdo. CD95 (fas) proprio desta
familia que ligado a CD95L (FasL) induz /ativa o programa de morte apoptotica

(BISHT et al, 2005).

O processo € regulado por inumeros fatores inibidores e ativadores.
Entre os inibidores estdo algumas proteinas da familia Bcl-2 (bcl-2, bel-xL, mcl-1, al
e bcl-w) e da familia IAP (inhibitor of apoptosis protein). Entre os ativadores estédo o
Fas, o DR4, o DR5, IFN-y e outras proteinas membros da familia Bcl-2 (bad, bak,
bax, harakiri e boK) (HALE et al., 1996). O sistema Fas-FasL €& constituido pelo
receptor Fas (APO-1 ou CD95) e seu ligante, FasL, membros da familia do TNF-a

(SUDA et al, 1993; POLAKI et al, 2001; WOOD et al, 2003).

A sinalizacao apoptética viabiliza-se pela familia de receptores do fator
de necrose tumoral (TNFR), destacando duas subfamilias o Fas e TNFRI, que
possuem dominios de reconhecimento de morte citoplasmatica. A sinalizacdo da
morte e envolve o grupamento dos receptores por ligantes e ligacdes de receptores
das proteinas adaptadoras do citoplasma através da interacdo entre dominio de
morte encontrado tanto nos receptores, quanto nos adaptadores. Contudo, 0s
dominios efetores de morte nas proteinas adaptadoras e caspases iniciadoras
interagem, e a ativacdo autocatalitica deflagra a etapa de execucdo (CONTRAN et

al, 2000; JAINU & DEVI, 2006; WONG & TSOKOS, 2006).
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O FasL (ligante de Fas) € uma citocina que se liga com receptores
especificos denominados Fas, e ativa um programa de morte nos linfécitos
eliminando das células ativadas da resposta imune, desta forma, limita a resposta do
hospedeiro. A apoptose via Fas-FasL € desencadeada pela interacdo entre Fas e
FasL. Quando ela ocorre, os receptores formam agregados que, na forma de
trimeros, ligam-se a proteina adaptadora FADD (Fas-associated death domain)
presente no citoplasma. Ocorre, entdo, a ligacdo dessas moléculas a pro-caspase-8,
resultando na formacdo de um complexo denominado DISC (Death Inducing
Signaling Complex), que culmina na auto-clivagem e ativacdo da caspase-8. A
caspase-8 pode, assim, diretamente ou pela via mitocondrial, ativar a caspase-3
efetora, o que resulta na apoptose celular. O TNFR quando ativado pelo TNF-a pode
resultar em apoptose ao induzir associacdes de receptores com proteinas
adaptadoras TRADD (proteinas adaptadoras do receptor do fator de necrose tumoral
com um dominio de morte). (FAUBION & GORES, 1999; LEE & GOODMAN, 2006;

WONG & TSOKOS, 2006).

A mitocbndria participa da manutencéo de funcdes celulares vitais, tais
como respiracao celular e sintese de ATP, modulacdo do estado redox da célula,
regulacdo osmotica, controle do pH, homeostasia do calcio no citosol e sinalizagédo
intra-celular. Paradoxalmente, a mitocondria guarda no espago intermembranoso
substéancias letais, capazes de deflagrar o processo de morte celular, entre as quais
figura o citocromo-c. Quando liberado da mitocondria, o citocromo-c se associa a
duas proteinas presentes no citosol — a apaf-1 e a pro-caspase-9 e na presenca de
ATP, ativa a caspase-9. A caspase-9, por sua vez, ativa as pré-caspases-3 e 7, que

executam o processo de apoptose. A caspase-3 pode amplificar a cascata de
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protedlise pela ativacdo da caspase-8 e pela clivagem da proteina anti-apoptotica
Bcl-2 que, normalmente, garante a integridade da membrana mitocondrial (PATEL &

GORES, 1998; KAPLOWITZ, 2000; LEE & GOODMAN, 2006).

O receptor-Fas é expresso em uma variedade de células, incluindo
células epiteliais, hematopoiéticas e linfocitos B e T ativados. O padréo de expressao
tecidual do ligante Fas é mais restrito, sendo expresso nos linfécitos T maduros
CD4+ e CD8+ e nas células "natural killer" ativadas. . A expressao simultanea de
receptor-Fas e ligante-Fas em linfocitos maduros ativados podem representar o

mecanismo de autolimitacdo da resposta imunolégica. (PATEL & GORES, 1995)

O Linfécito T citotoxico faz o reconhecimento de antigenos na
superficie de células infectadas, induzindo a apoptose através de perforinas, que
sdo moléculas formadoras de poros transmembrana, e a liberacdo exocitésica de
granzimas B dos linfocitos T citotoxicos nas células apresentadoras de antigenos. A
granzima B tem capacidade de clivar proteinas nos residuos de aspartato e de ativar
uma variedade de caspases celulares. Contudo, as células T citotOxicas ativam o
processo apoptoético, sem passar pelos eventos de sinalizacdo e inducdo. (ARENDS

& WYLLIE, 1991; PESSAYRE et al, 1999; BENJAMINI et al., 2002).

1.6.2. APOPTOSE, SISTEMA IMUNE E DOENCAS INFECCIOSAS.

Se por um lado a apoptose é um fendbmeno que pode decorrer também
da atividade de resposta imune contra a presenca de um determinado agente

infeccioso, por outro lado, esse fendbmeno pode estar envolvido no proprio controle
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dos mecanismos celulares efetores dessa resposta. Desta forma, a apoptose pode
estar por um lado envolvida na destruicdo de células parasitadas e por outro lado na
destruicdo de células imunocompetentes, nesta ultima se tornando um fenémeno de

escape imune do patdgeno. (ROJAS et al., 2002).

Apoptose de célula infectada tem emergido recentemente como um
evento importante no relacionamento do hospedeiro-parasita. No caso de infec¢des
bacterianas, a apoptose da célula de hospedeira infectada foi relatado com diversos
patébgenos incluindo M.bovis BCG, M. avium e M. tuberculosis em
monadcitos/macrofagos humanos (ROJAS et al., 2002). Evidéncias indicam que o M.
tuberculosis, pode iniciar a sinalizacao celular e conduzir a apoptose de macrofagos

de forma fagocitica-independente (ROJAS et al., 2002; KLINGER et al., 1997).

Na tuberculose, o bacilo é fagocitado por macréfagos alveolares logo
apos sua entrada nos pulmdes e sua sobrevivéncia nestas células € fundamental
para o estabelecimento da infeccdo. Neste contexto, a apoptose dos macréfagos
infectados torna-se um importante mecanismo de defesa do hospedeiro para a
contencdo do Mycobaterium tuberculosis (BEHNIA et al, 2000), e a capacidade de
inibir a apoptose caracterizam-se numa ferramenta de subversdo do sistema imune

pelo patégeno que possibilita sua persisténcia.

Klingler et al. (1997), relataram que macréfagos cultivados com M.
Tuberculosis expressavam niveis normais das proteinas pro-apoptéticas Bax e Bcl-
XS, mas apresentam diminuicdo na expresséo de Bcl-2 que previne a apoptose. Em

adicdo, Sly et al. (2003), relatam que a sobrevivéncia do M. tuberculosis em
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macrofagos alveolares esta ligada ao aumento na expressdo da proteina anti-
apoptética Mcl-1. Além disso, Mogga et al (2002), demonstraram in situ que
macréfagos murinos infectados com M. Tuberculosis apresentam altos niveis de Bcl-

2 e reducdo nos niveis de Bax, o que favorece a persisténcia do bacilo.

Ainda nesse sentido, Oddo et al. (1998), demonstraram que
macréfagos infectados com M. tuberculosis apresentam reducédo nos niveis de Fas,
apesar disso, sdo susceptiveis a apoptose induzida por Fas-L e TNF exdgenos, e
esta resulta em diminuicdo da viabilidade bacilar. Assim a inibicdo da expressao de
Fas e consequentemente da apoptose poderia atuar como um mecanismo de

escape do bacilo as defesas do hospedeiro.

Colaborando neste indicio, Keane et al. (2000) observaram que cepas
de M. tuberculosis com baixa viruléncia induziam mais apoptose em macréfagos
alveolares infectados in vitro do que as cepas virulentas, embora estas Ultimas
tivessem multiplicacdo mais rapida. Mais tarde, este mesmo grupo demonstrou que
amostras virulentas de M. tuberculosis induziam in vitro diminuicdo na expresséo de
moléculas pré-apoptéticas, enquanto amostras ndao-virulentas promoviam a
expressdo de um perfil génico que favorecia a apoptose, o que foi inibido pela

adicéo de anticorpos anti-TNF a cultura (SPIRA et al, 2003).

Em conjunto, esses resultados demonstram que a inibicdo da apoptose
favorece a persisténcia do M. tuberculosis e que a capacidade de inibir ativamente
este fendbmeno é uma ferramenta importante para o0 sucesso da infeccao,

constituindo-se num mecanismo de viruléncia do patogeno.
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Alternativamente, a inducédo da apoptose pode prejudicar ativamente a
resposta imune do hospedeiro e assim contribuir para o sucesso da infeccdo. Badley
et al. (1996), por exemplo, relataram que a infeccdo de macréfagos pelo HIV leva a
um aumento na expressao do Fas-L que promove a apoptose de linfocitos T ndo-
infectados que expressa 0 receptor Fas, o que contribui para o quadro de
imunodeficiéncia. Deste modo, o significado da ocorréncia de apoptose num

processo infeccioso depende do momento e do tipo celular envolvido.

Na hanseniase, o significado da apoptose é ainda pouco entendido. O
primeiro estudo sobre apoptose na hanseniase foi empreendido por Cree et al., em
1986. Foram vistos corpos apoptéticos dispersos nas lesdes virchowianas e
concentrados nas bordas das les6es tuberculdides, em areas com predominancia de
células epitelidides, o que poderia estar relacionado com a resolucdo das lesdes
tuberculéides. Ampliando seus estudos, Cree et al. (1987) sugeriram que a apoptose
poderia estar envolvida na renovacdo celular em granulomas hansénicos que

apresentam alto turnover.

Em 1999, Niang et al.,, observaram aumento na taxa de apoptose
espontanea em células mononucleares de sangue periférico de pacientes
hansenianos pauci ou multibacilares, especialmente em linfocitos T CD8+ e linfécitos
B e sugeriram que este poderia ser um mecanismo de eliminagdo das células
infectadas. Este aumento da apoptose espontanea foi confirmado por Hernandez et
al. (2003), que verificaram ainda que a adicdo de M. leprae as culturas promovia

aumento na expressdo de TNF e BAX e elevava a taxa de apoptose de maneira
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dose-dependente em mondcitos de pacientes virchowianos. Entretanto, os autores
relataram que a eficiéncia do M. leprae em induzir apoptose foi menor do que a do

M. tuberculosis.

Comparando lesbGes de pacientes multi e paucibacilares, Walsh et al.
(2004) verificaram que a apoptose era mais freqliente em pacientes paucibacilares e
sugeriram que a apoptose poderia atuar como um mecanismo de contencdo da
multiplicacdo bacilar. Tendo em vista que, ao contrario do M. tuberculosis, o M.
leprae apresenta baixa variabilidade (MONOT et al., 2005), € possivel que as
diferencas observadas entre pacientes pauci e multibacilares sejam decorrentes de

caracteristicas proprias do individuo e estejam ligadas a polarizacdo da resposta.

Mustafa et al. (2001) verificaram que em lesBes de pacientes
multibacilares, os macréfagos que apresentavam altos niveis de antigenos
mycobacterianos também expressavam niveis significativos de Fas-L, enquanto nos
pacientes PB a carga antigénica e a expressao do Fas-L eram reduzidas. Assim, em
pacientes multibacilares, a expressao de Fas-L nos macréfagos proporcionaria um
ambiente privilegiado para a manutencdo do bacilo por induzir a apoptose de
linfécitos durante a apresentacdo de antigenos, favorecendo a persisténcia da

infeccéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a imunorreatividade para TGF-B e caspase-3 nas formas
clinicas virchowiana e tuberculdide do mal de hansen procurando correlacionar o
padrdo de imunomarcag¢do com o controle tecidual da resposta imune do hospedeiro

ao bacilo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar, por método imunohistoquimico, a ocorréncia e a importancia da citocina
TGF-B no processo de resposta imune in situ ao bacilo de hansen;

e Analisar, por método imunohistoquimico, o padrdo de imunomarcacdo para
apoptose através de anticorpo anti-caspase 3, correlacionando a intensidade de
imunomarcacdo com as formas clinicas da doenca;

e Correlacionar os achados imunohistoquimicos para apoptose com o possivel
papel desse fenbmeno no controle da resposta imune do hospedeiro e correlacionar

o papel do TGF-B no controle e no processo de infecgédo pelo M. leprae.
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3. METODOLOGIA

3.1. TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo retrospectivos a partir de amostras
obtidas dos arquivos do Laboratério Patélogos e do Nucleo de Medicina Tropical de
30 pacientes hansenianos, quinze apresentando a forma virchowiana e quinze com

o tipo tuberculéide. As idades foram compreendidas entre 25 e 57 anos, sendo 10 do

sexo feminino e 20 do sexo masculino. A inclusdo dos pacientes em um dos polos
da doenca foi feita tomando-se por critério as informacg6es clinicas do exame
dermatologico confirmadas pelos achados histopatologicos caracteristicos da
lesdo, sendo classificado em uma das formas de acordo com a presenca de todos
0s critérios abaixo:

- Formas virchowianas: presenca de macrdéfagos intensamente parasitados
pelos bacilos (demonstrado através da coloracdo BAAR) estes, em geral,
dispersos no citoplasma, mas freqiientemente agrupados formando globias, com
presenca de macrofagos que mostravam aspecto espumoso do citoplasma
constituindo as chamadas celulas de Virchow. Associado a este quadro, um
infiltrado esparso de linfocitos era observado nas lesdes.

- Formas tuberculdides: reacdo tubercul6ide classica ao longo da derme,
frequentemente observada ao redor de nervos, constituindo granulomas

Imunogénicos ndo caseosos compostos por células epitelioides, algumas células
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gigantes tipo Langhans e linfocitos em geral formando uma coroa ao redor

desses agregados. Associa-se a auséncia de bacilos ao exame de BAAR.

3.2. POPULACAO DE ESTUDO E LOCAL DA PESQUISA

Para execucdo dos métodos abaixo descritos, utilizaram-se tecidos de
pacientes com hanseniase e de individuos sem a doenca. Os pacientes somente
foram envolvidos neste estudo apos serem informados sobre os objetivos do
trabalho e assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) Todo
material biologico foi colhido com equipamentos descartaveis e 0os examinadores

receberam orientacdo adequada no manejo dos pacientes.

Os pacientes com hanseniase foram oriundos de Unidades Basicas de
Saude de Belém, de municipios proximos e de ambulatérios médicos do Nucleo de
Medicina Tropical da UFPa. Todos os pacientes foram diagnosticados e
classificados de acordo com as normas recomendadas pela Organizacao Mundial de
Saude (OMS): hipopigmentacdo ou lesdo na pele com perda de sensacao tatil e
dolorosa; envolvimento de nervos periféricos (observado pelo seu espessamento
apos palpacdo dos nervos cubital, popliteo, e outros); presenca na linfa de bacilos

alcool — 4cidos — resistentes (LEVIS et al, 1986).
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3.3. CRITERIOS DE INCLUSAO

e Diagnostico confirmado de hanseniase segundo os critérios do Ministério da
Saude E confirmacéo histopatologica.
e Aceitacdo em participar do estudo apés leitura do termo de consentimento livre e

esclarecido.

3.4. CRITERIOS DE EXCLUSAO

¢ Menores de idade e gestantes.

e Recusa em participar do projeto.

3.5. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

As seccdes histolégicas de 5 um foram obtidas por microtomia e
montadas em laminas previamente silanizadas sendo posteriormente coradas pelo
método de hematoxilina-eosina e histoquimica para bacilos alcool-acido resistentes
(BAAR). ApOs coloracdo, os cortes foram desidratados em material com
concentracdes crescentes de alcool e xilol, sendo posteriormente montadas em meio
apropriado (entellan-MERCK). Ap6s montagem os cortes foram analisados em
microscopia de luz sendo classificados de acordo com o aspecto histopatologico das

lesdes.
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3.6. COLORACAO IMUNOHISTOQUIMICA

A imunohistoquimica € um método histologico para a determinacao de
proteinas especificas, mediante reacdo de antigeno-anticorpo marcados. Os
anticorpos podem estar ligados a enzimas, a fluorescéncia, entre outros. Os
métodos imunohistoquimicos baseiam-se na utilizacdo de anticorpos especificos,
marcados mediante uma reacdo quimica com uma substancia que se torna visivel,

sem afetar a capacidade do anticorpo para formar um complexo com o antigeno.

Foi utilizado o método imuno-histoquimico de Estreptavidina-biotina
peroxidase (SABC, do inglés Streptavidin-Biotin Peroxidase) (HSU et al., 1981) com
anticorpos monoclonais anti-caspase 3 (marcador de apoptose) e anti-TGF-B. O
bloqueio de peroxidase endbégena foi feito em camara escura com trés incubacdes
em agua oxigenada 3% por 10 minutos cada, e em seguida os preparados foram
novamente lavados em agua corrente e agua destilada por 5 minutos cada, sendo

colocados posteriormente em tampéo PBS pH 7,4.

A exposicao antigénica, quando necessaria, foi realizada por incubacao
em panela a vapor (Steam Cuisine 700 Hi Speed — T-FAL) com tampédo Target
Retrieval Solution 10x concentrado (Dako - cod. S1699) durante 20 minutos apos o
aguecimento do tampdo a temperatura de 85°C a 90°C ou ainda por digestao
enzimatica utilizando-se solucao de tripsina 0,25% (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO/USA - cod. T-8253). Os preparados foram novamente lavados em agua

corrente, agua destilada e tampé&o PBS pH 7,4 por em média 5 minutos cada.
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Foi realizado bloqueio de proteinas inespecificas do tecido com
incubacdo em solucéo de leite desnatado (Molico, Nestlé) a 10% durante 30 minutos
a temperatura ambiente. A etapa seguinte foi a incubacao dos preparados com 0s
anticorpos primarios, diluidos em solucédo 1% de albumina bovina fracdo V (Serva

cod. 11930) acrescida de azida sodica 0,1% em PBS pH 7, 4, “overnight” a 4°C.

Apoés duas lavagens com tampéao PBS pH 7,4 por cinco minutos cada,
foi feita a incubacdo com o anticorpo secundario anti-imunoglobulina de coelho e
anti-imunoglobulina de camundongo produzido em cabra diluido 1:500 em PBS pH
7,4, durante 30 minutos a 37°C ou ainda o anticorpo secundario anti-imunoglobulina
de cabra produzido em coelho diluido 1:500 em PBS pH 7,4, para 0s anticorpos
primarios produzidos em cabra. Os preparados foram novamente lavados em
tampéo PBS pH 7,4 e incubados com o complexo SABC diluido 1:500 em PBS pH
7,4 durante 30 minutos a 37°C. Apé6s nova lavagem em tampdo PBS pH 7,4, a
reacdo sera revelada com solugdo cromoégena de diaminobenzidina (3,3’-
diaminobenzidine) 0,03% acrescida de 1,2 ml de agua oxigenada 3%. A intensidade
de cor serd controlada ao microscopio Optico através dos controles positivos que
acompanharao cada reacédo. Os preparados assim processados foram 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.

A quantificacdo dos eventos positivos foi feita pela analise quantitativa
em cada 5 campos de grande aumento na area de lesdo onde se fez a contagem
das células em apoptose imunomarcadas pelo anticorpo especifico. Para analise da

expressao de TGF-[3, utilizou-se a analise semiquantitativa, com escala que variava
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de 0 a 4, de acordo com a auséncia e presenca de imunorreatividade de intensidade

discreta, moderada, intensa e muito intensa respectivamente.

3.7. ANALISE QUANTITATIVA E ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada usando o aplicativo BioEstat 3.0
(AYRES et al., 2005), sendo que os resultados dos métodos de diagndsticos foram
analisados de forma descritiva para avaliar o grau de dependéncia entre as variaveis
utilizou — se o teste correlagdo linear de Pearson. O limite de significancia estatistica

adotado neste trabalho foi menor ou igual a 0,05.

3.8. ASPECTOS ETICOS

Este estudo constitui-se de um sub-projeto do projeto denominado
“Avaliagdo in situ da resposta imunologica celular, expressdo de citocinas e
marcadores de lesdo neural em pacientes hansenianos nas diversas formas clinicas
e em quadros reacionais”, que foi submetido a comissédo de ética em pesquisa em
seres humanos do Nucleo de Medicina Tropical em conformidade com a resolucao

196 do CONEP.

4. RESULTADOS

4.1. ESTATISTICA DESCRITIVA
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Tabela 2: ESTATISTICAS DESCRITIVAS DA VARIAVEL TGF-3

Tuberculbide Virchowiana
Tamanho da amostra 13 12
Minimo 176 397
Maximo 483 596
Amplitude Total 307 199
Mediana 340 536
Primeiro Quartil (25%) 285 461,75
Terceiro Quartil 428 596
Média aritmética 339 519,2
Desvio Padréo 99,4 68,2
Coeficiente de variancia 29,34% 13,14%

A forma Clinica Tuberculéide no quadro acima apresenta, média de
339,0 com desvio padrédo de 99,4; o menor valor foi de 176 e o maior de 483,
gerando uma amplitude de 307; a mediana indica que 50% dos valores se
encontram abaixo de 340 e 50% acima, o primeiro quartil indica que 25% dos
valores se encontram abaixo de 285 e 75% acima, o terceiro quartil indica que 75%
dos valores se encontram abaixo de 428 e 25% acima, o Coeficiente de Variacéo de

29,34% indica a que ha uma média variabilidade nos dados.

A forma Clinica Virchowiana no quadro acima apresenta, média de
519,2 com desvio padrdo de 68,2; o menor valor foi de 397 e o maior de 596,
gerando uma amplitude de 199; a mediana indica que 50% dos valores se
encontram abaixo de 536,5 e 50% acima, o primeiro quartil indica que 25% dos
valores se encontram abaixo de 461,75 e 75% acima, o terceiro quartil indica que
75% dos valores se encontram abaixo de 569,0 e 25% acima, o Coeficiente de

Variacdo de 13,14% indica a que h& uma baixa variabilidade nos dados.
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Figura 15— TGF-B nas formas polares da hanseniase.

A figura acima indica ndo haver a presenca de “out-liers” valores
extremos nos dados, e a forma das caixas dao a indicacdo de normalidade nos
dados, a variavel MHT est4 mais heterogénea que a MHV, dada a forma da caixa,

um pouco maior, e também, o seu prolongamento € maior, como a MHT esta na

parte de baixo do gréfico, seus valores sdo menores que de MHV.
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Tabela 3: ESTATISTICAS DESCRITIVAS DA VARIAVEL CASPASE-3

Tuberculbide Virchowiana

Tamanho da amostra 13 12
Minimo 3 5
Maximo 9 26
Amplitude Total 6 21
Mediana 7 14,5
Primeiro Quartil (25%) 5 11

Terceiro Quartil 8 16,75
Média aritmética 6,3 14
Desvio Padréo 1,8 6,1

Coeficiente de variancia 28,5% 43,82%

A forma Clinica Tuberculéide no quadro acima apresenta, média
de 6,3 com desvio padrdo de 1,8; o menor valor foi de 3,0 e o maior de 9,0, gerando
uma amplitude de 6,0; a mediana indica que 50% dos valores se encontram abaixo
de 7,0 e 50% acima, o primeiro quartil indica que 25% dos valores se encontram
abaixo de 5 e 75% acima, o terceiro quartil indica que 75% dos valores se encontram
abaixo de 8,0 e 25% acima, o Coeficiente de Variagdo de 28,50% indica a que ha

uma alta variabilidade nos dados.

A forma Clinica Virchowiana no quadro acima apresenta, média de
14,0 com desvio padrao de 6,1; o menor valor foi de 5,0 e 0 maior de 26,0 gerando
uma amplitude de 21,0; a mediana indica que 50% dos valores se encontram abaixo
de 14,5 e 50% acima, o primeiro quartil indica que 25% dos valores se encontram
abaixo de 11,0 e 75% acima, o terceiro quartil indica que 75% dos valores se
encontram abaixo de 16,75 e 25% acima, o Coeficiente de Variacdo de 43,82%

indica a que h4 uma alta variabilidade nos dados.
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Figura 16 — Caspase-3 nas formas polares da hanseniase.

A figura acima mostra ndo haver a presenga de “out-liers” valores
extremos nos dados e a forma das caixas dao a indicacdo de normalidade nos dado
a variavel MHT esta mais homogénea que MHV dado o tamanho da caixa e dos
seus respectivos prolongamentos, e também seus valores sdo menores devido a

posi¢ao no grafico.

4.2. TESTE DE CORRELACAO

A Correlacdo serve para medir o grau de dependéncia entre duas
variaveis, ou seja, medir o quanto respostas de um grupo influenciam nas respostas
do outro grupo ou se ndo ha nenhum tipo de correlagéo entre ambos, a correlacéo é
um valor que se encontra dentro de intervalo -1 < r = +1, resultados proximos de +1
indicam correlacdo positiva, proximos de -1 negativa, na correlacdo positiva ha uma

relacdo direta entre as variaveis, na negativa a relacao € indireta, valores proximos
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de 0 (zero), indicam auséncia de correlacdo, ha um valor associado a cada
correlacdo que é o p-valor, que serve pra indicar se a correlacao € significativa ou
ndo, para ser significativa, a correlacdo tem que ter p-valor < 0,05; dado o exposto
sera feito o teste de Correlacdo entre as variaveis: Caspase 3 e TGF-B na forma

Virchowiana e Tuberculdide, para tal foram elaboradas hipéteses ao nivel a=0,05:

PARA A FORMA VIRCHOWIANA:

HO: A correlagdo entre Caspase-3 e TGF — B na forma Virchowiana ndo é
significativa;
H1: A correlacdo entre Caspase-3 e TGF — B na forma Virchowiana é
significativa.
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Figura 17 — Caspase-3 e TGF-3 na forma virchowiana da hanseniase.

Ha evidéncias estatisticas suficientes para a ndo rejeicdo da hipotese

de nulidade ao nivel 0‘:0’05; dado p = 0,4630; considerado néo significativo, ou
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seja, a correlacdo entre Caspase 3 e TGF-B na forma Virchowiana néo é

significativa.

PARA A FORMA TUBERCULOIDE:

HO: A correlagéo entre Caspase-3 e TGF-B na forma Tubercul6ide n&o é
significativa;
H1l: A correlagcdo entre Caspase-3 e TGF-f na forma Tuberculdide é

significativa.
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Figura 18 — Caspase-3 e TGF-3 na forma tuberculdide da hanseniase.

Ha evidéncias estatisticas suficientes para a nao rejeicdo da hipotese de
nulidade ao nivel a=0,05; dado p = 0,8822; considerado néo significativo, ou seja, a

correlacdo entre Caspase-3 e TGF- na forma Tuberculdide n&o é significativa.
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5. DISCUSSAO

Nos ultimos anos tem sido cada vez maior a compreensdo de que o
organismo humano responde de modo muito semelhante a insultos de diversas
naturezas (traumatica, infecciosa e nao infecciosa), por meio da liberacdo de uma
cascata de mediadores inflamatorios, que irdo determinar resposta proporcional a
magnitude da agressdo (BRUN-BUISSON, 2000). Em relacdo as doencas
infecciosas, o padrdo de resposta imunolégica € de suma importancia para a
compreensao de como os diversos agentes etiolégicos dessa natureza, atuando
sobre um determinado hospedeiro, contribuem para o surgimento dos sinais e
sintomas e suas diversas nuances de expressao clinico-patologica. (HERNANDEZ et

al, 2003).

Devido a hanseniase caracterizar-se por ser uma doenca infecciosa
cuja resposta imunoldgica tecidual contribui para a apresentacdo das formas
clinicas, mediadores inflamatérios relacionados a rela¢cdes imunologicas no seu
processo patogénico estdo presentes na evolucdo deste processo infeccioso e
possui um papel importante na sinalizacdo do pdélo hansénico. A génese da
expressao clinica das diversas formas de hanseniase se correlacionam intimamente
com o padrdo de resposta imune tecidual do hospedeiro, que pode variar dentro de
um espectro que vai do polo lepromatoso ao polo tuberculdide da doenca. No pélo
lepromatoso a expressao de citocinas eminentemente imunossupressoras culmina
com a génese de um quadro clinico-patolégico que guarda intima relacdo com os
achados de lesdes constituidas por histiocitos vacuolados repletos de bacilos, em

virtude da incapacidade desses de eliminar o agente infeccioso especifico. Dentre
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essas citocinas podemos citar a IL4, IL10 e o TGF-B. O TGF-B, apesar de néao
constituir classicamente numa citocina de perfil TH2, tem participacdo nesse
processo por apresentar duas caracteristicas importantes na interacdo entre
hospedeiro e agente infeccioso, que séo, a saber, seu efeito imunossupressor sobre
macrofagos e linfocitos TCD4+ e sua capacidade de induzir apoptose. (ANTUNES et

al., 2003)

Sdo muitos e diversificados o0s processos pelos quais os diversos
agentes infecciosos interagem com as células hospedeiras para induzir lesdo. Nao
raro esses agentes desencadeiam um processo que culmina com o controle
negativo da resposta imunolégica com o intuito de escapar da acéo lesiva dos
componentes do sistema imune. Dentre esses mecanismos, 0 processo de apoptose
€ um evento que comumente é usado por agentes infecciosos de natureza diversa
para o controle negativo dessa resposta, através da inducdo de morte celular em

células inflamatérias. (BISHT et al., 2005)

Nas amostras colhidas observou-se que as médias de TGF-
apresentaram diferencas significantes quando comparadas nos grupos deste estudo,
podendo-se observar na forma Tuberculdéide uma média de 339 com desvio padrdo
de 99,4 células positivas, enquanto a forma Virchowiana apresentou uma média
519,2 com desvio padrao de 68,2 células positivas, desta forma evidenciamos um
predominio de TGF-B na forma polar Virchowiana, resultados similares ao do
trabalho de Abulafia & Vignale 2001, que demonstraram que grandes quantidades
de bacilos (Mycobacterium leprae) intracelulares em macrofagos infectados induzem

a formacdo de grandes quantidades de IL-4 na forma virchowiana e
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consequentemente ativam as células Th3, que por sua vez produzem grandes

quantidades de TGF-8 (ABULAFIA & VIGNALE, 2001)

Outros estudos mencionam a atividade do TGF-B nas formas polares
da hanseniase, como o estudo realizado por Foss (1997), que relaciona amostras de
sangue periférico ou sobrenadantes de culturas com avaliagdes imunostoquimicas, e
gue mostraram que as formas altamente baciliferas (dimorfa-virchowiana e
virchowiana) cursam com elevacao acentuada da citocina TGF- e células CD8+ no
infiltrado inflamatério. Nas formas de resisténcia (tuberculdide e dimorfa
tuberculdide), entretanto, foi observado nimero elevado de células CD4+ e auséncia
de TGF-B. Além disso, em outros trabalhos, foi observado que, em virchowianos e
dimorfos virchowianos (baciliferos), a producéo de intermediarios do nitrogénio esta
reduzida ou ausente, o que pode estar relacionado com a presenca do TGF-$ no

infiltrado inflamatdério da lesdo cutanea. (GOULART,1995)

Este fato pode ser explicado devido um papel importante do TGF-8 na
inibicdo da resposta das células T, suprimindo tanto o IFN-y, quanto a IL-2,
concomitante a este efeito inibe a habilidade litica dos macrofagos, suprimindo a
producdo dos intermediarios reativos do oxigénio e nitrogénio, conduzindo desta
forma a progressdo da infeccdo. Varios estudos evidenciaram que macrofagos
encontrados em lesdes de pele de individuo com hanseniase virchowiana produzem
TGF-B em maior quantidade, quando comparados a macréfagos de lesdes de pele

de individuos com hanseniase tubercul6ide. (GOULART et al, 2000).
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Apos verificar os dados de forma descritiva realizaram-se comparacoes
entre as variaveis nas duas formas polares, ou seja, foi comparado os resultados
obtidos da caspase-3 como o TGF-B, tanto na forma virchowiana, quanto na forma

tuberculdide, utilizando o coeficiente linear de Pearson.

O primeiro grafico demonstra, uma correlacao significativa (p= 0,4630)
e direta entre a caspase-3 e TGF-B3, evidenciando o crescimento linear entre as duas
variaveis, estes resultados tiveram concordancia com Sales 2005, que afirma a
participacdo do TGF-B e de outros mediadores na indugcdo da morte celular
programada, ressaltando que diversos outros trabalhos evidenciam o
desenvolvimento do processo apoptotico em culturas de monociticos humanos em

resposta a infeccdo por mycobactérias.

Alguns trabalhos comparam o processo apoptético na hanseniase
virchowiana e tubercul6ide e evidenciaram escassez de apoptose nas formas
virchowianas quando comparada as formas tuberculéides, devido aquela possuir

maiores taxas de producdo de TGF- (AJITH et al, 2005)

Outros autores, como Brown et al (1999) e Schiffer et al (2001),
descrevem a relacao intrinseca entre o TGF-3 e a caspase -3 no processo de morte
celular programada, relatando que, o TGF-B € um forte indutor de apoptose que se
liga ao processo de ativacéo de quinases e clivagem da caspase-3, tendo assim um

efeito ampliador desse tipo de morte celular..
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A atividade imunossupressora do TGF- € demonstrada em diferentes
modelos de doencas infecciosas (REED, 1999 & WANG et al, 2005). Sua habilidade
de induzir células imunes ao processo apoptotico, resulta na inibicdo da resposta
celular, com isso o TGF-f € um marcador determinante de processos crénicos e
agudos de doencas infecciosas como a hanseniase, hepatite crénica, febre amarela

entre outras (WEISS et al, 1994 & Quaresma, 2006).

O segundo gréfico descreve um correlacdo nao significativa (p=0,8822)
entre a caspase-3 e o0 TGF-B na forma tuberculdide evidenciando uma dissociagao
entre as variaveis, porém alguns estudos, descrevem que o efeito sinergista da acéo
do TGF-B com efeito apoptético, dependem de alguns fatores, como: o tipo de célula
e os fatores experimentais. Em um estudo feito com o objetivo de identificar se o
TGF-B pode impedir a apoptose neural e interromper a ativacdo da caspase-3 em
culturas hipocampais de murinos tratados previamente com Staurosporine, que é um
antibiético que tem como principal funcéo inibir as proteinas quinases através da
ligacdo entre as quinases com o ATP, os resultados evidenciaram que o TGF-3 pode
inibir eficientemente a ativacdo da caspase-3, protegendo deste modo 0s neurdnios
hipocampais dos efeitos da apoptose (ZHU et al, 2001 & RUEGG, et al, 1989).
Entretanto, no presente estudo ndo se é capaz de afirmar que, se por um lado a
apoptose induzida pelo TGF-B inibe a resposta imunoldgica in situ pela morte de
linfocitos, por outro ndo se pode afirmar que tenha um efeito proteto sobre as
terminacbes nervosas comumente comprometidas no processo hansénico. Outros
estudos sdo necessarios para se caracterizar de maneira sistematica a acdo do

TGF-B na patogénese da infeccao pelo M. leprae.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram  através de  métodos
imunohistoquimicos que o TGF-B, apresenta-se em maior concentracdo na forma

virchowiana do que na forma tuberculdéide.

A investigacdo do imunomarcador de apoptose, caspase-3, atraves de
testes imunohistoquimicos, apresentou-se em maior quantidade na forma

virchowiana do que na forma tuberculéide

A analise comparativa da citocina TGF-f e o imunomarcador de
apoptose, caspase-3, apresentaram resultados diferentes, nas duas formas polares
da hanseniase. Na forma tubercul6ide, ndo mostrou resultados estatisticamente
significativo (p = 0,8822) ndo evidenciando correlacdo entre os dados, porém na
forma virchowiana houve uma correlagdo estatisticamente significativa (p = 0,4630)
evidenciando que o TGF-B e a caspase-3 aumentam gradativamente e

simultaneamente nesta forma polar.

Atraves dos dados obtidos pode-se concluir que o TGF-B tem um papel
preponderante no controle da resposta imunologica ao bacilo de hansen, seja
inibindo a atividade de macréfagos, a diferenciacéo de linfécitos TCD4+ ou induzindo

apoptose de células imunoldgicas.
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