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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar a correlacdo entre a atividade
de macrofagos e a apoptose nas formas polares da hanseniase. Para tal foram
analisadas amostras constituidas de 29 biopsias de pele de pacientes com as
formas polares da hanseniase. Para a medida da atividade macrofagica e da
apoptose, utilizou-se o método imunohistoquimico, visando os marcadores
lisozima, CD68, iINOS (para atividade de macréfago) e caspase 3 (para apoptose).
No tratamento estatistico, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e
a Correlacao linear de Spearman. Os resultados obtidos sugerem que a taxa de
apoptose sofre influéncia direta da atividade macrofagica nas lesbes de pacientes
TT, contudo nas lesdes LL, notou-se que outros fatores devem estar induzindo a

morte celular programada, possivelmente o TGF-p.

Palavras Chaves: Hanseniase, Macréfago, Apoptose
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ABSTRACT

The present study had for objective to evaluate the correlation between the
activity of macrophage and the apoptosis in the polar forms of the leprosy. For
such constituted samples of 29 biopsies of patients' skin were analyzed with the
polar forms of the leprosy. For the measure of the activity of macrophage and of
the apoptosis, the method immunohistochemistry was used, seeking the markers
lysozyme, CD68, iINOS (for activity of macrophage) and caspase 3 (for apoptosis).
In the statistical treatment, it was used the test non parametric of Mann-Whitney
and the lineal Correlation of Spearman. Do the obtained results suggest that the
apoptosis rate suffers direct influence of the activity of macrophages in the lesions
of patient TT, however in the lesions what was LL, noticed other factors they must

it is inducing the programmed cellular death, possibly TGF-p.

Key words: Leprosy, Macrophages, Apoptosis
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1 INTRODUCAO

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA HANSENIASE

1.1.1 Conceito

A Hanseniase, doenca infecto-contagiosa de evolugdo crbnica, é causada
por um bacilo, o Mycobacterium leprae (M. leprae). Tanto a pele quanto os nervos
do sistema nervoso periférico (SNP) sdo afetados pela doenca, evidenciando
aspectos clinicos e histopatolégicos que variam de acordo com a imunidade do
hospedeiro (Ridley & Jonpling, 1966). A transmissdo dos bacilos se da pelo
contato intimo e prolongado entre individuos baciliferos ndo tratados e individuos
suscetiveis, particularmente através das vias aéreas superiores. Durante o curso
cronico da doenga, sdo comuns surtos reacionais que podem acometer varios
orgaos, tais como pele, nervos, linfonodos, figado, baco, peritnio, testiculos,

olhos, articulagBes, tenddes, musculos e ossos (Naafs, 1994; Lockwood, 1996).

1.1.2 Um Breve Histérico

Episo6dio marcante na histéria da hanseniase (ou Lepra) ocorreu em 1873,
guando seu agente etiologico foi descoberto. O pesquisador noruegués Gerhard

Armaeur Hansen conseguiu identificar o M. leprae a partir de lesGes cutaneas de
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individuos doentes. Apesar disso, a doenga permaneceu incurdvel por muitos
anos até a introducédo das sulfonas na década de 1940.

Atualmente os pacientes podem contar com forte arsenal terapéutico contra
a hanseniase. Sendo que, desde a década de 1950, ndo existe mais a norma de
isolar o doente em hospitais-colénias e a terapéutica € realizada em nivel
ambulatorial através da poliquimioterapia (Velloso & Andrade, 2002).

Quanto & sua origem, alguns autores acreditam que seja originaria da Asia
(Jopling & McDougall, 1991). Ja outros, (Brasil, 1989) apontam a Africa como
berco desta antiga doenca. Contudo, pesquisas mais recentes (Monot et al.,
2005), utilizando ferramentas da gendmica comparativa, tém escrito um novo
capitulo na histéria da hanseniase, sugerindo que ela tenha se originado na Africa

Oriental, donde teria espalhado-se para o restante do mundo consoante as

migragdes humanas.

1.1.3 Situacao Global, Brasileira e Paraense

No mundo todo, o fardo da hanseniase vem diminuindo bastante nos
Gltimos anos, devido, em grande parte, ao incremento de uma efetiva
poliqguimioterapia e de um grande esfor¢o global para seu controle. No comeco de
2007, registrou-se uma prevaléncia global de 224 717 casos de hanseniase.
Sendo que o numero de casos novos detectados durante 2006 foi de 259 017. Um
declinio de mais de 40 019 casos (13.4%) foi verificado durante 2006 quando

comparado a 2005 (WHO, 2007).
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Em 2007, a Republica Unida da Tanzénia conseguiu alcancar a meta de
eliminacdo da hanseniase (reducdo da prevaléncia para menos de um caso em
cada 10.000 habitantes), restando apenas quatro paises (dentre os 122 em 1985)
alcancarem as metas de eliminacdo. Estes paises sdo: Brasil, Republica
Democratica do Congo, Mogambique e Nepal (WHO, 2007).

Juntos esses paises sao responsaveis por aproximadamente 23% de todos
0Ss casos detectados durante 2006 e 34% de todos os casos registrados no
comeco de 2007. Com o continuo apoio dos seus parceiros e 0 compromisso das
autoridades nacionais, espera-se que eles alcancem as metas para eliminacao da
hanseniase como problema de saude publica em futuro ndo muito distante (WHO,
2007).

No Brasil, registrou-se no final de 2005 um coeficiente de prevaléncia de
1,48 caso0s/10.000 habitantes e um coeficiente de deteccdo de casos novos de
2,09/10.000 habitantes (erasi, 2006 Ainda que 0 pais registre um importante
decréscimo nas taxas de prevaléncia e detec¢cdo de casos novos, 0s niveis de
magnitude da doenca, segundo as regides geograficas, demonstram a
necessidade de se dar continuidade a execucdo de atividades que impactem a
transmissao da doenca (srasi, 2006).

Os dados de 2005 revelam a necessidade de focalizar o diagndstico de
hanseniase em menores de 15 anos que podem ser 0s contactantes de casos
ainda nao-assistidos e nao-identificados pelo sistema de saude. Portanto, essa é

uma acao da maior significAncia para as estratégias subsequentes (rasi, 2006).
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O Brasil ainda apresenta uma alta magnitude da endemia de hanseniase
em menores de 15 anos, com um coeficiente de deteccéo de 0,6 em cada 10.000
habitantes. Embora o maior numero absoluto de criancas detectadas com
hanseniase tenha sido na regido Nordeste, o maior coeficiente de detec¢cdo em
menores de 15 anos foi na regidao Norte, com 1,62 casos em cada 10.000
habitantes, demonstrando a manutencdo da endemia nesta regiao.

A situacédo no estado do Para € ainda mais adversa, pois o estado possui
19 municipios prioritarios para a hanseniase, a saber: Abaetetuba, Altamira,
Ananindeua, Belém, Cametd, Castanhal, Itaituba, Itupiranga, Jacunda, Maraba,
Novo Repartimento, Paragominas, Parauapebas, Redencdo, Rondon do Para,
Santarém, Tailandia, Tucurui, Xinguara. Neste estado, 90% da populagéo
encontra-se em municipios com mais de cinco casos de hanseniase (Brasil, 2006).

Segundo relatério do Sistema Nacional de Vigilancia em Saude (Brasil,
2006), no estado do Pard, no ano de 2005, foi diagnosticado 4.687 casos novos.
Deste total, 3.329 estdo em curso de tratamento. Nos mesmos cas0S Novos
diagnosticados, 579 (12,35%) acometiam menores de 15 anos; 9 (0,19%)
apresentavam, no momento do diagndstico, incapacidade fisica severa; 2.381
(50,80%) eram formas avancadas da doenca. Sendo que o estado obteve 71,4%

de cura no mesmo ano (grasi, 2006).
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1.1.4 Biologia do Mycobacterium leprae

Ao longo dos anos, vérios trabalhos contribuiram para melhor entender a
biologia do M. leprae. Em 1960, Shepard conseguiu inocular a micobactéria em
coxim de pata de camundongo, obtendo lesao localizada de hanseniase; em 1971,
Kircheimer & Storrs conseguiram infectar tatus — Dasypus novencinctus; e em
1978, Leininger et al. conseguiram infectar macacos, Cercocebus sp e Mangabey
sp.

Mais recentemente, o M. leprae teve seu genoma mapeado por Cole et al.,
(2001) do que resultou grande avanco na elucidagdo da biologia deste
microrganismo. Anteriormente, estudar a micobactéria era muito dificil, devido,
principalmente, a incapacidade de cultivd-la em meios artificiais.

O genoma do M. leprae, quando comparado com 0 genoma do M.
tuberculosis, parece ter sido reduzido durante sua evolugdo. Quase metade dele
encontra-se ocupado por pseudogenes (Cole et al., 2001). Além disso, inclui 1605
genes que codificam proteinas e 50 genes para moléculas de RNA estaveis (Cole
et al., 2001).

O M. leprae parece ter perdido genes normalmente requeridos para
replicacdo ex vivo e assumido um anico nicho ecolégico bastante limitado,
necessario para o seu crescimento dentro das células. Tais genes decaidos tém
removido vias metabdlicas inteiras e genes reguladores, particularmente aqueles
envolvidos no catabolismo. Nao obstante, genes essenciais para formacao de uma

parede celular micobacteriana tem sido assegurados (Brennan & Vissa, 2001).
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O genoma do M. leprae inclui varias matrizes de leitura abertas nao
presentes no M. tuberculosis. Estas proteinas restritas ao M. leprae devem
fornecer as bases para testes de pele especificos e outros ensaios diagndsticos
para detectar infecgbes com a micobactéria (Dockrell et al., 2000, Brennan, 2000;
(Cole et al., 2001).

Os bacilos podem depender de produtos metabdlicos do hospedeiro, 0 que
poderia explicar seu longo tempo de geracgéo e sua incapacidade para crescer em
cultura (Cole et al., 2001). No futuro, analises comparativas do genoma do M.
leprae e outras micobactérias devem desvendar as bases moleculares para
mostrar a percentagem da replicacdo e dependéncia de células hospedeiras para
o crescimento do M. leprae. N&o existe evidéncia de que as variagbes genéticas
observadas influenciam na viruléncia do M. leprae (Shin et al., 2000; Matsuoka et
al., 2000).

Uma das caracteristicas deste bacilo é que, nos esfregagos de pele e nos
cortes histopatolégicos, podem ser vistos ndo apenas isolados, mas também
agrupados, formando arranjos especiais denominados globias (Figura 1). Essas
estruturas resultam da solida unido dos bacilos através de uma substancia

chamada gléia (Hastings, 1985).
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Figura 1 — Bacilos de Hansen agrupados formando globias. Fonte: Site
didatico do Depto de Anatomia Patolégica da FCM — UNICAMP. Autor -
Prof. Luciano S. Queiroz.

Os bacilos possuem alta infectividade, baixa patogenicidade (Azulay &
Azulay, 1985) e alta viruléncia, esta Ultima representada pelo seu potencial
incapacitante responsavel pelas deformidades e mutilagbes que mantém a

estigmatizacao da doenca.

O M. leprae pode manter-se viavel por até 10 dias sob temperatura de 4°C
fora do organismo humano em fragmentos de biopsia ou suspensdo. Nas
secrecdes nasais, o bacilo pode sobreviver por até sete dias a temperatura de
20.6°C e umidade de 43,7%, porém com o0 aumento da temperatura e umidade, a
viabilidade tende a diminuir. Bacilos irregularmente corados s&o considerados
inviaveis, ou seja, incapazes de produzir doenga (Leiker & Nunzi 1981; Madeira,

2000).



19

Morfologicamente, o bacilo apresenta, além da parede celular, uma
estrutura mais externa denominada capsula. Assim como em outras espécies
micobacterianas patogénicas, a superficie externa do M. leprae € caracterizada
pela presenca de grande quantidade de componentes lipidicos, que €,
provavelmente, responsavel pela “zona elétron transparente” e pelo aspecto
espumoso do material visto no interior dos macrofagos de pacientes virchowianos
(Leiker & Nunzi, 1981; Madeira, 2000).

Os dois lipidios capsulares mais importantes sdo: o PDIM — Phthiocerol
dimycocerosates — (quimicamente distinto daqueles encontrados em outras
espécies de micobactérias); e o PGL-1 — Phenolic Glycolipid-1 — que contém um
grupo fendlico glicosilado com um trissacaridio caracteristico e aparentemente
anico para o M. leprae. O PDIM e o PGL-1 podem ser detectados em tecidos
infectados de seres humanos e de tatus, indicando que esses componentes
podem persistir por longo periodo, mesmo apds o bacilo ter sido degradado e
eliminado. A porgao terminal 3,6 — di-O-metil glucose do PGL-1 ainda nao foi
detectado em nenhuma outra molécula natural constituindo-se na chave para a
alta especificidade da resposta humoral durante o processo de infec¢cado (Madeira,
2000).

O PGL-1 pode reagir com compostos de radicais livres sugerindo que este
lipidio capsular possa proteger o bacilo dos efeitos toxicos de enzimas lisossomais
e metabdlitos oxidativos produzidos pelos macréfagos durante a infecgédo (Buhrer,

1998; Madeira, 2000; Buhrer, 2000; Buhrer, et al., 2001; Buhrer, et al., 2003).
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A parede celular micobacterina contém alvos importantes para resposta
imune do hospedeiro. Os principais sao os glicolipideos fendlicos espécies-
especificos (PGL-1), os quais estimulam uma resposta de anticorpo IgM potente
(Cho et al., 1983) que esta na razao direta para a carga bacilar nos pacientes e
para a falha na terapia (Roche et al., 1991; Cho et al., 2001). Outros componentes
incluem o lipoarabinomanana (LAM), o qual modula as atividades bactericidas dos
macrofagos (Roach et al., 1992), e proteinas envolvidas na sintese da parede
celular.

A predilecdo Unica do M. leprae para células de Schwann €, provavelmente,
determinada pelo ligamento da micobactéria ao dominio G da cadeia a2 da
laminina-2, a qual € um componente da lamina basal das células de Schwann
(Rambukkana et al.,, 1997). Esta forma de laminina esta restrita ao nervo
periférico, podendo explicar o tropismo especifico do M. leprae.

A subsequente absorcdo do M. leprae pelas células de Schwann depende
do a-distroglicano, o qual é o receptor para a laminina dentro da membrana
celular, e outros componentes intracelulares (Rambukkana et al., 1998). Varias
possiveis moléculas na superficie do M. leprae ligam-se a este complexo,
incluindo a terminagdo especifica trissacaridica do PGL-1 e uma proteina de 21
kD; (Ng et al., 2000; Shimoji et al., 1999) entretanto, a especificidade destas
interacdes ndo tem sido completamente esclarecidas (Marques et al., 2001).

Uma vez dentro da célula de Schwann, os bacilos se replicam lentamente

durante anos. Em alguns estagios, as células T especificas reconhecem a
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presenca dos antigenos micobacterianos dentro do nervo e iniciam uma reacao

inflamatoria cronica.

1.1.5 Manifestagdes Clinicas e Caracteristicas Histopatoldgicas

A hanseniase manifesta-se através de sinais e sintomas
dermatoneuroldgicos. As alteracdes neuroldgicas, quando ndo diagnosticadas e
tratadas adequadamente, podem causar incapacidades fisicas, evoluindo para
deformidades (Brasil, 2002; Araujo, 2003).

As lesdes dermatolégicas mais comuns sdo as manchas pigmentares ou
discrébmicas, as placas, as infiltragdes, os tubérculos e os nddulos. Essas lesdes
podem estar localizadas em qualquer regido do corpo e podem, também,
acometer a mucosa nasal e a cavidade oral. Ocorrem, porém, com maior
frequéncia, na face, orelhas, nadegas, bracos, pernas e costas (Brasil, 2002;
Araujo, 2003).

Uma caracteristica das lesfes dermatolégicas da hanseniase que
diferencia das provocadas por outras doencgas consiste na alteragcdo da
sensibilidade: térmica, dolorosa e/ou tactil. A sensibilidade nas les6es pode estar
diminuida ou ausente, podendo também haver aumento da sensibilidade (Brasil,
2002; Araujo, 2003).

Os sinais e sintomas neurolégicos da hanseniase manifestam-se, além de
lesGes na pele, através de lesdes nos nervos periféricos. Essas lesdes sdo

decorrentes de processos inflamatorios (neurites) e podem ser causadas tanto



22

pela acdo do bacilo nos nervos como pela reagdo do organismo ao bacilo ou por
ambas. Elas manifestam-se através de dor e espessamento dos nervos
periféricos; perda de sensibilidade nas areas inervadas, principalmente nos olhos,
maos e pés; perda de forca nos muasculos, principalmente nas pélpebras e nos
membros superiores e inferiores (Brasil, 2002; Araujo, 2003).

A neurite, geralmente, manifesta-se através de um processo agudo,
acompanhado de dor intensa e edema. No inicio, ndo h& evidéncia de
comprometimento funcional do nervo, mas, freqientemente, a neurite torna-se
crbnica e passa a evidenciar esse comprometimento, através da perda da
capacidade de suar (anidrose), causando ressecamento na pele. Ha perda de
sensibilidade, causando dorméncia e h& perda da forga muscular, causando
paralisia nas areas inervadas pelos nervos comprometidos (Brasil, 2002; Araujo,
2003).

Quando o acometimento neural ndo é tratado podem surgir incapacidades e
deformidades pela alteracdo de sensibilidade. Alguns casos, porém, apresentam
alteracdes de sensibilidade e alteracdes motoras (perda de forgca muscular) sem
sintomas agudos de neurite. Esses casos sao conhecidos como neurite silenciosa.
As lesbes neurais aparecem nas diversas formas da doenca, sendo frequentes

nos estados reacionais (Brasil, 2002; Araujo, 2003).

A. Formas clinicas
Uma das classificacdes mais usadas para a doenca foi proposta pelos

ingleses Ridley & Jopling (1966) que adota subgrupos dentro de um espectro, que
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obedece, critérios clinicos e bacteriolégicos, e enfatiza os aspectos imunoldgicos e
histopatoldgicos. Esses autores propdem que as formas clinicas se distribuem
dentro de um espectro (Figura 2) cujas extremidades séo representadas pelo pdlo
de resisténcia (forma Tuberculéide, TT), e pelo pdlo de susceptibilidade conhecido
como polo anérgico (forma Virchorwiana, LL). Entre esses dois p6los encontramos
0s subtipos, Borderline Tuberculéide (BT), Borderline Borderline (BB) e Boderline
Lepromatoso (BL). Além dessas formas, existe uma inicial chamada hanseniase

indeterminada (HI) (ndo mostrada na figura).

B (+++

(+++) IC
z 9 (++)
2 2
) ) 2
) )
LL BL BB BT TT

Figura 2: Espectro clinico da hanseniase mostrando a imunidade celular
(IC) medida utilizando o teste de Mitsuda. A IC ¢é inversamente
proporcional a carga bacilar, medida pelo indice baciloscépico (IB). Fonte:
Goulart, 1995. Adaptado de Harboe, 1985.

Na forma HI, as lesdes surgem apdés um periodo de incubacgéo que varia,

em média, de dois a cinco anos. Caracteriza-se pelo aparecimento de manchas

hipocrébmicas, com alteracdo de sensibilidade, ou simplesmente por areas de
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hipoestesia na pele. As lesbes sdo em pequeno nimero e podem se localizar em
gualquer area da pele. Freqglentemente, apenas a sensibilidade térmica encontra-
se alterada. Nao ha comprometimento de troncos nervosos, apenas de
ramusculos nervosos cutaneos. A pesquisa de BAAR revela-se negativa. A HI é
considerada a primeira manifestacdo clinica da hanseniase e, apos periodo de
tempo que varia de poucos meses até anos, ocorre evolucdo para cura ou para
outra forma clinica (Brasil, 2002; Goulart et al., 2002; Araujo, 2003).

A forma TT mostra lesbes bem delimitadas, em numero reduzido,
anestésicas e de distribuicdo assimétrica. Descrevem-se lesbes em placas ou
anulares com bordas papulosas, e areas da pele eritematosas ou hipocrémicas.
Seu crescimento centrifugo lento leva a atrofia no interior da lesédo, que pode,
ainda, assumir aspecto tricofitdide, com descamacao das bordas. Observam-se,
também, as variedades infantis e a forma neural pura (Brasil, 2002; Araudjo, 2003).

A variedade infantil da TT € observada em criangas conviventes com
portadores de formas baciliferas e localiza-se principalmente na face. Podem se
manifestar como nddulos, placas, lesdes tricofitbides ou sarcoidicas. Ja na forma
neural pura, ndo se encontram lesGes cutaneas. H4 espessamento do tronco
nervoso e dano neural precoce e grave, em especial, quando atinge nervos
sensitivo-motores. A baciloscopia resulta negativa (Araudjo, 2003).

As formas TT e HI constituem as formas paucibacilares da hanseniase.
Apesar da possibilidade de cura espontanea na TT, a orientacdo € de que 0s
casos sejam tratados para reduzir o tempo de evolugdo da doenca e o risco de

dano neural (Brasil, 2002; Goulart et al., 2002; Araujo, 2003).
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A hanseniase LL trata-se de forma multibacilar, reconhecida por
corresponder ao polo de baixa resisténcia, dentro do espectro imunolégico da
doenca. Portanto, manifesta-se naqueles individuos que apresentam imunidade
celular deprimida para o M. leprae (Ridley, 1990; Brasil, 2002; Goulart et al., 2002;
Araujo, 2003).

Admite-se que a LL possa evoluir a partir da forma HI ou se apresentar
como tal desde o inicio. Sua evolucdo cronica caracteriza-se pela infiltracéo
progressiva e difusa da pele, mucosas das vias aéreas superiores, olhos,
testiculos, nervos, podendo afetar, ainda, os linfonodos, o figado e o baco (Brasil,
2002; Araujo, 2003).

Na pele do paciente com a forma LL, descrevem-se pépulas, nédulos e
maculas. A infiltracdo é difusa e mais acentuada na face e nos membros. A pele
torna-se luzidia, xerdtica, com aspecto apergaminhado e tonalidade semelhante
ao cobre. Ha rarefacdo dos pélos nos membros, cilios e supercilios. A queda
destes nestes locais chama-se madarose. A infiltracdo da face, incluindo os
pavilhdes auriculares, com madarose e manuten¢édo da cabeleira, forma o quadro
conhecido como “facies leonina”. O comprometimento nervoso ocorre nos
ramusculos da pele, na inervacdo vascular e nos troncos nervosos. Estes ultimos
vao apresentar deficiéncias funcionais e sequelas tardias. S&o sinais precoces da
forma LL, a obstru¢do nasal, rinorréia serossanguinolenta e edema de membros
inferiores. A forma LL apresenta baciloscopia fortemente positiva e representa nos
casos virgens de tratamento, importante foco infeccioso ou reservatorio da doenca

(Ridley, 1990; Brasil, 2002; Aratjo, 2003).
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A forma dimorfa da hanseniase (BT, BB, BLL) é caracterizada por sua
instabilidade imunoldgica, o que faz com que haja grande variacdo em suas
manifestacbes clinicas, seja na pele, nos nervos, ou no comprometimento
sistémico. As lesBes da pele revelam-se numerosas e a sua morfologia mescla
aspectos de TT e LL, podendo haver predominancia ora de um, ora de outro tipo
(Brasil, 2002; Araujo, 2003).

Na forma dimorfa sdo encontradas placas eritematosas, manchas
hipocrodmicas com bordas ferruginosas, manchas eritematosas ou acastanhadas,
com limite interno nitido e limites externos imprecisos, placas eritemato-
ferruginosas ou violdceas, com bordas internas nitidas e limites externos difusos
(lesbes foveolares). Quando numerosas, sdo chamadas lesdes em renda ou
queijo suico. A infiltracdo assimétrica da face, dos pavilhdes auriculares, e a
presenca de lesGes no pescogco e nuca sao elementos sugestivos desta forma
clinica. As lesdes neurais sdo precoces, assimétricas e, com freqiiéncia, levam a
incapacidades fisicas. A pesquisa de BAAR pode ser negativa ou positiva com

indice bacilar variavel (Brasil, 2002; Araujo, 2003).

A. Histopatologia das lesbes

Na forma clinica TT ha formacéo de granuloma tuberculéide, constituido por
agregado de células fagocitarias mononucleares com diferenciacdo epitelidide
bem evidente e participacdo de células gigantes multinucleadas tipo Langerhans
no centro da lesdo (Figura 3) e com a presenca de linfécitos que confere um halo

denso contornando este granuloma (Fleury, 1989; Goulart et al., 2002). Os
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granulomas do tipo TT estendem-se desde a derme profunda até a papilar,

podendo inclusive atingir a camada basal da epiderme.

Figura 3: Histopatologia de lesdo cutdanea mostrando infiltrado inflamatorio
granulomatoso com células gigantes do tipo Langerhans na forma
tuberculéide da doenca de Hansen. Aumento de 200x. Fonte: Dados do
autor.

Na forma clinica LL a lesdo histopatolégica mostra um extenso infiltrado
celular composto de histiocitos com citoplasma carregado de bacilos, que contém
grandes quantidades de lipideos em sua parede, conferindo o aspecto de células
espumosas (células de Virchow) e as vezes multivacuoladas (Figura 4). A
epiderme esta achatada e a zona subepidérmica ndo esta envolvida. O infiltrado
lepromatoso mesmo quando exuberante ndo atinge a camada basal da epiderme,
ficando separado por uma faixa de fibras colagenas correspondente a derme

papilar retificada, conhecida como faixa de Unna (Ridley, 1990; Goulart et al.,

2002).



Figura 4: Histopatologia de lesdo cutdanea mostrando infiltrado inflamatorio
granulomatoso disperso e constituido por multiplos histiocitos espumosos
na derme e separados da epiderme por evidente faixa de Unna. Aumento
de 200x. Fonte: Dados do autor.

O grupo borderline é basicamente instavel e a distincdo entre um sub-grupo
de maior resisténcia (BT) para outro de menor resisténcia (BL) estar baseado na
indiferenciacdo progressiva da célula macrofagica, na diminuicdo do numero de
linfécitos e no aumento do nimero de bacilos nos granulomas e ramos nervosos
(Fleury, 1989; Goulart et al., 2002).

Na forma BT, relativamente de alta resisténcia, as lesdes podem mostrar
raros bacilos e o granuloma € de células epitelidides focalizadas por zona

periférica de linfécitos com presenca de células gigantes tipo Langhans, algumas

vezes numerosas, e tipo corpo estranho (Goulart et al., 2002).
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J& os casos BB séo poucos e clinicamente tendem a mover-se para um dos
polos. O numero de bacilos é maior, com células epitelidides difusamente
espalhadas por todo o granuloma e nao focalizadas por zonas de linfécitos.
Células gigantes e linfocitos em geral sdo escassos e difusos. Ha presenca de
edema intra e intercelular o qual € um aspecto comum nas formas BB associado a
sua tendéncia a reacao (Goulart et al., 2002).

Finalmente, a forma BL mantém a faixa de Unna e apresenta granuloma
composto de macrofagos indiferenciados que contém grande numero de bacilos.
Esse granuloma é diferenciado daquele do LL por &reas de densa infiltracdo

linfocitaria (Ridley, 1990; Goulart et al., 2002).

1.1.6 Reacdo Hansénica e seu Contexto Citocinico

Durante o curso crénico da hanseniase, podem surgir os estados reacionais
antes, durante ou apds o tratamento, quando nao existem mais bactérias viaveis
no organismo do individuo (Naafs, 1994; Lockwood, 1996). Tais reacdes
consistem em manifestagdes clinicas que aparecem devido a alteracbes no
equilibrio imunoldgico entre hospedeiro e micobactéria. Pele e nervos séo
geralmente os tecidos mais afetados, podendo levar a incapacidade da funcao do
nervo periférico (Naafs, 1994).

As reacdes seguem-se a fatores desencadeantes, tais como: infecgdes
intercorrentes, vacinacdo, gravidez e puerpério, medicamentos iodados, estresse

fisico e emocional (Naafs, 1994; Araujo, 2003).
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Existem dois tipos de reacdes classificadas de acordo com Ridley & Jopling
(1966): reacao tipo 1 ou reacao reversa e reacao tipo 2 ou Eritema Nodoso
Hansénico (ENH).

As reacdes do tipo 1 ou reacao reversa (RR) estdo presentes com
frequéncia em pacientes paucibacilares, parecendo estar relacionada a uma
exacerbacgdo da resposta imune mediada por célula contra antigenos do M. leprae
(Naafs, 1994). Ao exame histopatoldgico € possivel notar expanséo do granuloma
com presenca de edema e infiltrado de células TCD4+. Tanto a quantidade de
receptores para interleucina-2 (IL-2R) quanto a expressdo de HLA-DR em células
do infiltrado e em queratindcitos na epideme sao vistos aumentados, caracteristico
da producgéao de IFN-y (Modlin, 1988).

Usando a técnica da PCR, foi demonstrado que a expressdo de mRNA das
citocinas IL-1B, TNF-q, IL-2 e IFN-y esta aumentada nas lesdes, um padrao tipico
de resposta Thl. Outras citocinas do padrao Th2, como IL-4, IL-5 e IL-10 estéo
diminuidas. Pela técnica de imuno-histoquimica, foi demonstrado a presenca das
proteinas IFN-y e TNF-q, associadas a deteccdo da enzima 6xido nitrico sintase
induzivel (INOS) no citoplasma dos macréfagos, determinando uma atividade
macrofagica competente (Yamamura, 1992).

A reacao do tipo 2 ou ENH apresenta-se nas formas virchorwianas e
dimorfas, em geral, apdés seis meses de tratamento. Trata-se de sindrome
desencadeada por imunocomplexos, mas a imunidade celular possui importancia

em etapas iniciais do processo. H4 aumento de citocinas séricas, como TNF-a e
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IFN-y sem, contudo, haver mudancga definitiva da condicdo imunoldgica do
paciente (Naafs, 1994).

Na pele, a lesao tipica € ENH que se caracteriza por lesbes eritematosas,
dolorosas, de tamanhos variados incluindo papulas e nddulos localizados em
qualquer regido da pele. Ainda na pele, descreveu-se o0 eritema nodoso
necrotizante e o eritema polimorfo. (Araudjo, 2003).

N&o ha consenso sobre o envolvimento da imunidade celular neste tipo de
reacdo, a despeito de ter sido demonstrado células imunocompetentes
expressando receptores para IL-2 (IL-2R) e HLA-DR, nas lesdes, um indicativo da
presenca de IFN-y (Sampaio & Sarno, 1998).

Além da pele e nervos, outros 6rgaos podem estar envolvidos: linfonodos,
figado, baco, peritonio, testiculos, olhos, articulagdes, tenddes, musculos e 0Ssos.
Pode haver febre, leucocitose, estimulacdo policlonal de anticorpos, queda do
produto C3d do sistema complemento e presenca de imunocomplexos nos tecidos
lepromatosos, caracterizando uma sindrome por imunocomplexos (Naafs, 1994).

Tem sido mostrado que, durante o ENH, ha um aumento seletivo na
expressdo de mRNA de IL-6, IL-8 e IL-10 nas lesdes, uma indicagdo de uma
resposta do tipo Th2. A expressao de IL-4 e IL-5 persistiram sem aumento. Além
disso, TNF-a e TGF-B1 estdo presentes nos macrofagos das lesdes nas reacdes
ENL, bem como a presenca da enzima Oxido Nitrico Sintase Induzivel (iNOS) nos
neutréfilos. No soro de pacientes BL e LL com ENL, os niveis de TNF-a e IL-1

também estdo aumentados (Sarno et al., 1991; Moreira et al., 1993).



32

Em culturas de células aderentes de PBMC de doentes de hanseniase e
doadores sadios, tem sido mostrado que o PGL-1 estimula a producéo de TGF-31.
Os niveis de TGF-B1 em pacientes BL e LL, com reacdo ENL, foram 5 vezes
maiores do que os encontrados em pacientes BB e BT com RR e 60 vezes maior
do que os niveis encontrados em pacientes TT sem rea¢do (Goulart et al., 2002).

Esses resultados indicam que o TGF-B1 pode ter diferentes papéis em
hanseniase: mediando uma acdo supressiva localmente associada com a
presenca de PGL-1, e induzindo efeitos pré-inflamatérios quando secretado
sistemicamente por mondcitos, dessa forma atuando como uma citocina
modulatoria na reacdo ENH, associada com a resposta imune Th2 nas formas

multibacilares da hanseniase (Goulart et al., 2002).
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1.2 CARACTERISTICAS IMUNOLOGICAS DA HANSENIASE

1.2.1 Resposta Imune Inata

A. Células Dendriticas (DC)

As DC sédo encontradas sob o epitélio da maioria dos 6rgaos, onde sua
funcdo é a captura de antigenos estranhos e transporte para os 6rgaos linfoides
periféricos. A maioria dessas células é derivada da linhagem monocitica e séo
chamadas de DC mieldédes. Constituem uma das mais efetivas células
apresentadoras de antigenos (APC) do M. leprae (Mittal et al., 1989),
desempenhando papel chave na modulagdo precoce da resposta imune
(Demangel & Britton, 2000).

Nos locais de invasdo do hospedeiro, como a mucosa nasal ou a pele
erodida, as DC pode ser a primeira linha de defesa contra as micobactérias. O
reconhecimento dos bacilos pela DC e a subsequente producao local de citocinas
e quimiocinas podem regular a inflamacdo, bem como manipular o posterior
desenvolvimento da imunidade adaptativa, em direcdo a uma resposta Th-1 ou

Th-2.

B. Células de Langerhans
Sdo DC imaturas encontradas como uma rede de malhas continua na
camada epidérmica da pele cuja funcdo principal € aprisionar e transportar os

antigenos protéicos aos linfonodos de drenagem. Durante sua migracdo aos
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linfonodos, as células de Langerhans amadurecem nas DC do linfonodo, que
podem apresentar com eficiéncia o antigeno as células T naive.

Os pacientes com hanseniase LL tém menos células de Langerhans, néo
importando se a biopsia estudada foi retirada de uma pele saudavel ou de uma
lesdo, diferentemente dos controles néo infectados (Gimenez et al., 1989). Em
contraste, os pacientes TT tém numero elevado de células de Langerhans nas
lesBes, o0 que sugere ativa infiltracdo destas células para esses sitios.

As células de Langerhans encontradas na epiderme de lesdes hansénicas
co-expressam altos niveis de CD1a e langerina (Hunger et al., 2004), e reativo M.
leprae. O principal antigeno apresentado provavelmente é o arabinomicolato, um
glicolipideo componente da parede celular micobacteriana. A administracdo de
citocinas recombinantes, tais como fator estimulador de colénia granulécito-
macrofago (Kaplan et al, 1992) e IL-2 (Kaplan et al., 1989) em lesdes LL tem sido

mostrado induzir uma infiltracdo de células de Langerhans para dentro dos sitios.

C. Receptores de Reconhecimento de Padrao

Durante a resposta imune inata, nos sitios de exposi¢ao inicial, padrdes
moleculares associados aos patdégenos, presentes na superficie de muitos
microrganismos, sdo reconhecidos basicamente por trés categorias de receptores
de reconhecimento de padrdao. Uma categoria desses receptores contém lectinas
tipo C dependente de calcio, as quais ligam carboidratos especificos de
patdgenos, facilitando sua internalizacdo, processamento antigénico e

apresentacao (Allavena et al., 2004). Uma segunda categoria € formada pelos
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receptores Toll like. Tais receptores podem disparar a liberacdo de produtos
antimicrobianos, 0s quais exercem ataque preliminar contra varios patdgenos,
bem como sinalizam a expressdo de moléculas co-estimulatorias e a producao de
citocinas, induzindo por sua vez o sistema imune adaptativo (Underhill et al., 1999;
Brightbill et al., 1999; Kang & Chae, 2001). A terceira classe é formada pelos

receptores do complemento (Schlesinger & Horwitz, 1991).

D. Receptores de lectina tipo C

O receptor de manose (também chamado CD206), um receptor pertencente
a superfamilia das lectinas tipo C, liga motivos carboidratos sobre uma variedade
de patdgenos (Allavena et al., 2004). Ele é expresso primariamente sobre células
da linhagem mieldide, especialmente macréfagos maduros, embora nenhum sobre
mondcitos, e sobre algumas sub-linhagens de células dendriticas. Os macrofagos
tém mostrado exercer um papel no reconhecimento da micobactéria virulenta
(Schlesinger, 1993), e um principal ligante micobacteriano é, provavelmente, o
lipoarabinomannana (Prigozy et al., 1997) a qual esta sobre cepas virulentas de M.
tuberculosis bem como do M. leprae, que contém caps de manose terminal sobre
a arabinose e cadeia lateral da molécula. Mannose-capped de lipoarabinomanana
pode modular vérias funcdes efetoras da fagocitose mononuclear, incluindo TNF-
a, prostaglandina E2, e produgédo de nitrito (Barnes et al., 1992; Adams et al.,

1993, Anthony et al., 1994), bem como macréfagos ativados para capacidade

microbicida (Adams et al., 1993).
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Tem sido também relatado que a percep¢ao da micobactéria via receptor de
manose nao produz uma explosdo respiratéria (Astarie-Dequeker et al., 1999).
Outro tipo de lectina tipo C é a dendritic cell-specific intercellular adhesion
molecule-grabbing nonintegrin, DC-SIGN, também chamada CD209. A DC-SIGN é
expressa sobre células dendriticas e também reconhece patdégenos via ligamentos
de estruturas contendo manose (van Kooyk & Geijtenbeek, 2003). Em estudos
usando M. tuberculosis, DC-SIGN foi mostrada ser o maior receptor sobre a DC
para o bacilo, com receptores do complemento e receptores de manose
exercendo um papel menor (Tailleux et al., 2003). Novamente, o ligante primario
micobacteriano para DC-SIGN foi a mannose-capped lipoarabinomana (Maeda et
al., 2003; Tailleux et al., 2003; van Kooyk & Geijtenbeek, 2003; Koppel et al.,
2004). Alguns pesquisadores tém proposto que a micobactéria virulenta possa
subverter da funcdo da DC via DC-SIGN pela supressao da maturacao da DC,
possivelmente através da inibicdo da producédo de IL-12 (Nigou et al., 2001) e a
inducdo de IL-10 (Geijtenbeek et al., 2003). O comprometimento da DC-SIGN

pode também inibir a sinalizacdo do TLR (van Kooyk & Geijtenbeek, 2003).

E. Langerina

A Langerina (CD207) é um receptor de reconhecimento de padréo tipo-C
expressado pelas células de Langerhans. Esse receptor oligomeriza-se em
trimeros na superficie da célula e controla um Unico reconhecimento de dominio
carboidrato  célcio-dependente com especificidade para manose, N-

acetilglicosamina e fucose (Kissenpfennig et al., 2005).
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A Langerina é necesséria na formacédo de granulos de Birbeck, estrutura
endossomal pentalaminar encontrada exclusivamente nas células de Langerhans.
Carboidratos exdgenos ligantes sdo endocitados via langerina e transportados aos
granulos de Birbeck para processamento. A langerina pode desempenhar um
importante papel no reconhecimento de antigenos micobacterianos néo peptidicos

(Hunger et al., 2004).

E. Receptores Toll-like (TLRS)

Os TLRs séo receptores cruciais para o reconhecimento de patdgenos
microbianos pelos macréfagos (M®) e pelas DC durante a imunidade inata. Esses
receptores sdo proteinas transmembranas, filogeneticamente conservados, que
contem motivos ricos em leucina, repetidos em seu dominio extracelular. Seu
dominio citoplasmético de sinalizacdo estd4 relacionado ao receptor de IL-1
associado a quinase que ativam fatores de transcricdo, tais como NF-kB, para
induzir a producgéao de citocinas (Brightbill et al., 1999).

Dez TLRs tém sido identificados, dos quais o heterodimero TLR2-TLR1, o
homodimero TLR2, e TLR4 s&o fundamentais no reconhecimento de
micobactérias. Um trabalho recente tem demonstrado a importancia dos TLRs no
reconhecimento e na subsequiente resposta imune contra o M. leprae,
particularmente através das DC (Kang & Chae, 2001). Além disso, os TLRs séo
necessarios para uma producédo 6tima de IL-12 (Brightbill et al., 1999), citocina
pré-inflamatoéria responsavel pela indugdo da imunidade tipo Th-1, bem como

TNF- a (Underhill et al., 1999).
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O estudo de biopsias tem revelado que mondcitos e células dendriticas nas
lesBes tuberculdides expressaram muito mais receptores Toll-like TLR1 e TLR2 do
gue nas lesdes lepromatosas (Krutzik et al., 2003). Alem disso, estudos in vitro
mostraram que liproproteinas de 19-kDa e 33-kDa do M. leprae poderia ativar
mondcitos e células derivadas de mondcitos através do TLR2.

O perfil de citocinas presentes nas lesbes também parece estar
correlacionado com a fungcdo do TLR: citocinas tipo Th-1 estdo geralmente
associadas com ativacédo de TLR1 e TLR2, e citocinas tipo Th-2 com a inibicdo da
ativacdo. De forma interessante, citocinas especificas poderiam regular o TLR
através de dois mecanismos independentes in vitro, via modulagédo da expressao

de TLR ou pela influencia na ativagéo do TLR.

F. Receptores C.

Schlesinger & Horwitz (1991) estabeleceram que o0s receptores do
complemento 1 e 3 presentes na superficie de monécitos, bem como os
receptores CR1, CR3, e CR4 nos macrofagos sdo mediadores chaves para a
fagocitose do M. leprae. Além disso, o reconhecimento do PGL-1, um dos maiores
glicolipidios de superficie do M. leprae, é facilitado pelo componente do
complemento C3. Sendo que o reconhecimento via receptores do complemento
ndo produz uma explosédo respiratéria, funcionando assim, como mecanismo pelo

gual a micobactéria patogénica evita os radicais toxicos do oxigénio, gerados

durante a fagocitose.
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1.2.1. Resposta Imune Adaptativa

A. Paradigma imunologico.

A forma TT da hanseniase é o resultado da elevada imunidade mediada por
células com potente resposta imune tipo Thl. Ja a forma LL, entretanto, é
caracterizada pela baixa imunidade mediada por células com uma resposta Th2
humoral (Modlin, 1994). Assim, dependendo da sub-populacdo de células T em
atividade, durante o processo inflamatério, havera predominéancia de mecanismos

de defesa ou de disseminagéo da doencga (Figura 5).

Resposta Tipo 1 Resposta Tipo 2
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Figura 5: Paradigma imunolégico da hanseniase. Resposta Tipo
1: Imunidade mediada por células com uma potente resposta
imune tipo Thl, verificado nas formas de maior resisténcia.
Resposta Tipo 2: imunidade mediada por células com uma
resposta Th2 humoral verificado nas formas de menor resisténcia.
Fonte: Goulart, 1995. Adaptado de Modlin & Bloom 1993.
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B. Defesa e/ou resisténcia.

As defesas contra a infec¢do estédo relacionadas a presenca de TNF-a e a
producdo de mediadores de oxidacdo, tais como reativos intermediarios do
oxigénio (ROI) e do nitrogénio (RNI), elementos fundamentais para a destruicao
bacilar intramacrofagica. Na forma TT, o IFN-y, IL-12 e linfotoxina-a sé&o
secretados nas lesdes e estes resultam na intensa atividade fagocitica (Spellberg
& Edwards, 2001).

Macroéfagos sob a influéncia de citocinas, particularmente TNF-a juntamente
com linfocitos, formam os granulomas (Algood et al., 2005). Células T CD4+ séo
encontradas principalmente dentro de granulomas e células T CD8+ na é&rea do
manto que os cercam (Modlin et al., 1988). As células T nos granulomas TT
produzem a proteina granulisina antimicrobiana (Ochoa et al., 2001).

A forma LL da hanseniase € caracterizada por fraca formacédo de
granuloma. A producdo mRNA é predominantemente para citocinas IL-4, IL-5 e IL-
10 (Yamamura et al., 1991). A IL-4 tem sido demonstrada inibindo os TLR2 sobre
os mondcitos (Brightbill et al., 1999), e IL-10 suprimindo a producdo de IL-12
(Libraty et al., 1997). Isso esta relacionado com a predominancia de linfécitos T
CD8+ nas lesbes lepromatosas. A parte borderline do espectro ¢é
imunologicamente dinamica, e movimenta-se entre as duas formas polares. Estas
mudancas na resposta imunolégica fundamentam as reagfes que sado
caracteristicas do estado borderline.

O balanco e interacdo complexa das citocinas, quimiocinas, moléculas de

adesdo, seus receptores e as ceélulas do sistema imune inato e adaptativo,
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conjuntamente, formardo uma rede complexa que ira caracterizar a resposta
imune do hospedeiro e conseqientemente a evolucdo clinico-patolégica da
doenca.

Estudos usando técnicas imunohistoquimicas indicam diferentes
populagbes de células T em lesdes nas diversas formas clinicas de hanseniase.
Tais dados mostram que em lesbes TT, a populagdo CD4 predomina com uma
taxa CD4:CD8 de 1,9:1, enquanto em lesdes LL a populagcdo CD8 predomina com
uma taxa CD4:CD8 de 0,6:1 (Goulart et al., 2002).

Também se verifica diferenca na taxas CD4:CD8 quando se compara o
sangue periférico com as lesdes dos pacientes hansenianos. Segundo Goulart et
al. (2002), o fato sugere alguma migracdo seletiva para dentro das lesdes,
proliferacdo ou mesmo retencéo nas lesoes.

Enquanto a taxa CD4:CD8 € 2:1 em ambos, no sangue e nas lesdes de
pacientes TT, a populagdo de células T no tecido ndo representa um filtrado
aleatério do sangue. A taxa T-memoria:T-naive é 1:1 no sangue mas, 14:1 nas
lesBes, isto € , as células CD4+ nas lesdes TT expressam fenotipo T memoria
(CD45R0+). Ao contrério, nas lesdes LL, a metade das células CD4+ pertencem a
subclasse de células T-naive. A maioria das células CD8+ que infiltram as lesdes
lepromatosas € de fendtipo CD28-, indicando que sédo células T supressoras,
enquanto células de fendtipo T citotoxico (CD28+) predominam nas lesdes

tuberculdides (Goulart et al., 2002).
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1.2.3 Atividade microbicida do macréfago (M®) contra o M. leprae

Embora a viabilidade do M. leprae seja confirmada em M® de ratos
normais, os M® ativados por IFN-y podem inibir ou destruir o M. leprae in vitro
(Ramasesh et al. 1991). Estes achados confirmam que em M® normais, a fusédo
do fagolisossomo com lisossomo é blogueada pela sobrevivéncia, ndo pela morte
do M. leprae (Sibley et al, 1987) e, mais importante, que em M® ativados, 0s
fagossomos fundidos com lisossomos secundarios abrigam M. leprae. Duas
importantes vias antimicrobianas pelas quais os M® podem inibir ou destruir
patdgenos invasores sdo: a geracdo de intermediarios reativos de oxigénio e
nitrogénio.

A respeito da fagocitose de microrganismos por M®, esta conduz a uma
explosao respiratéria na qual existe um grande aumento no consumo do oxigénio
catalisado pela NADPH oxidase e a produgdo de superoxido. Outros
intermediarios reativos do oxigénio, incluindo o peréxido de hidrogénio, o radical
hidroxila e o oxigénio singleto, sdo subseqientemente gerados. Estes produtos
toxicos do oxigénio sdo importantes mecanismos de defesa antimicrobianos de
células fagocitarias, especialmente contra patdgenos extracelulares. O M. leprae,
entretanto, é apenas um fraco estimulo a exploséo oxidativa dos M® (Holzer et
al., 1986), possivelmente devido diminuicdo na geracdo de superoxido pelo PGL-1
(Chan et al.,, 1989). O M. leprae também possui uma superéxido dismutase
(Thangaraj et al., 1990) e expressa ambas SodC e SodA detectadas por RT-PCR

(Williams et al., 2004). Assim, o bacilo da hanseniase parece ser bem equipado
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para lidar com o0s reativos intermediarios do oxigénio gerados pelos M®
hospedeiros.

Os intermediarios reativos do nitrogénio, principalmente, o oxido nitrico, séo
derivados do nitrogénio devido uma alta producdo da oxido nitrico sintetase
induzivel (iINOS) produzida pelo M® ativados. A habilidade dos M® murinos
ativados para inibir a atividade metabdlica do M. leprae é dependente da geracao
de tais intermediarios, como os M® ativados cultivados na presenca de inibidores
competitivos da enzima, tais como L-monometilarginina ou aminoguanidina, nao
possuindo efeito prejudicial sobre o metabolismo bacteriano (Adams et al, 1991).

Varios estudos tém mostrado que a iINOS é expressada, como detectado
por imunohistoquimica, em sitios da doenca em pacientes infectados com
patégenos intracelulares, incluindo M. leprae. Khanolkar-Young et al. (1998),
usando anticorpos contra INOS, encontrou-se que a INOS era altamente
expressada nas lesdes de pacientes com hanseniase TT e era aumentado para
altos niveis durante a reacéo reversa. Alem disso, os niveis de INOS decresciam
durante o curso do tratamento com prednisolona (Little et al., 2001).

Por causa da deteccdo da INOS por imunohistoquimica néo
necessariamente indicar a producédo atual de intermediarios reativos do nitrogénio,
lesBes tem sido também marcadas para nitrotirosina, o produto final estavel da
nitrosilacdo de residuos de tirosina em proteinas pelo peroxinitrito (Schon et al.,
2001). Foi encontrado que a iINOS e nitrotirosina eram expressadas em pacientes
borderline ambos com e sem reacdo reversa. Alem disso, niveis elevados de

nitratos foram medidos na urina dos pacientes experimentando reacdes reversas,
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e estes niveis diminuiram sob tratamento de altas doses de prednisolona (Schon

et al., 2001).
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1.3 CARACTERISTICAS GERAIS DA APOPTOSE

1.3.1 O fendmeno de Apoptose

Apoptose é processo altamente regulado de morte celular com papel
fundamental na manutencdo da homeostasia tecidual no organismo adulto.
Verifica-se na maioria das células de forma constitutiva, podendo ser ativado por
uma série de sinais extrinsecos e intrinsecos (Fadeel & Orrenius, 2005).

Observada em todos os seres multicelulares, desde um nematddeo até um
mamifero, o fenbmeno de apoptose tem sido altamente conservado pela evolucdo
(Fadeel & Orrenius, 2005; Chowdhury et al., 2006). E importante no
desenvolvimento embrionario, na renovacdo de células epiteliais e
hematopoiéticas, na involucéo ciclica dos 6rgaos reprodutivos femininos, na atrofia
induzida pela remocé&o de fatores de crescimento ou hormdénios, na involugéo de
alguns 6rgaos e ainda na regressao de tumores.

Difere da necrose que é caracterizada como uma catastrofe bioenergética
patolégica resultante da deplecdo de ATP, envolvendo mais rapidamente, a
desintegracdo de organelas celulares, a ruptura da membrana plasmatica com
inflamacéo e liberagdo do conteudo de lisossomos, moléculas pro-inflamétorias e
conteudo celular em resposta a indugcbes néao-fisioldgicas, tais como choques
hipnaéticos, hipertermia, hipoxia, trauma, e acumulagdo de substancias toxicas no
organismo (Chowdhury et al., 2006).

Segundo revisdo dos autores Yan e Shi (2005), a apoptose pode ser

disparada por duas vias: uma via extrinseca e outra intrinseca. A primeira envolve
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a estimulacdo de receptores de morte por ligantes externos, enquanto a segunda
surge no interior das células envolvendo as mitocondrias. Ambas as vias ativam
enzimas denominadas caspases iniciadoras que por sua vez ativam uma via final
de caspases efetoras (Fadeel & Orrenius, 2005).

Participam da via extrinseca receptores “ocultos” na membrana plasmatica
da maioria dos tipos celulares. S&o membros da superfamilia de receptores do
fator de necrose tumoral, que atuam como receptores de morte (Fadeel &
Orrenius, 2005; Watts, 2005). Os membros importantes dessa familia sdo: TNFR-
1, CD95, aka, Fas ou APO-1. Cada receptor possui um dominio de morte na sua
cauda citoplasmética. A estimulacdo dos receptores por um ligante externo, como
o préprio TNF-a ou TRAIL, induz a sua trimerizacdo e recrutamento de uma
proteina adaptadora que se complexa ao trimero através de sua associacdo com
os dominios de morte. Os complexos resultantes ativam a caspase-8, uma
caspase iniciadora, que por sua vez ativa as caspases efetoras, tais como a
caspase-3.

Ja a via intrinseca ou mitocondrial pode ser solicitada através de duas
maneiras principais: lesdo de DNA e retirada da agcdo de fatores de sobrevida
celular. Na presenca de lesdo de DNA, cujo reparo ndo é possivel, a proteina p53
ativa uma sub-via envolvendo a via p21 e membros pré-apoptéticos da familia da
proteina Bcl-2. Além dessas entidades pré-apoptoéticas, esta familia possui
membros anti-apopéticos. Encontram-se na superficie das mitocondrias e
competem entre si. O ramo pré-apoptético da familia (p.ex. Bax) promove a

liberagdo do citocromo ¢ das mitocondrias, enquanto o ramo anti-apoptotico inibe
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este processo. O citocromo c € liberado e forma uma complexo com uma proteina
denominada Apaf-1 (fator de ativacdo de protease apoptotico 1) e os dois
combinam-se entdo com a pré-caspase-9 ativando-a. Esta ultima enzima ativa a
via efetora de caspases. Os trés componentes, citocromo c, Apaf-1 e pro-caspase-
9 formam uma estrutura denominada de apoptossomo (Fadeel & Orrenius, 2005).
Durante a morte celular por apoptose, véarias alteragcdes morfolégicas sao
verificadas: a célula torna-se redonda, a cromatina no ndcleo condensa-se em
massas e ocorre contragao do citoplasma. Posteriormente, ocorre vesiculagdo na
membrana plasmatica e, por fim, transformacdo da célula num agregado de
entidades delimitadas por membranas, que séo rapidamente fagocitadas por

macroéfagos (Fadeel & Orrenius, 2005; Chowdhury et al., 2006).

1.3.2 Apoptose nas Doencas Infecciosas

A apoptose pode atuar como mecanismo de controle das respostas imunes,
uma vez que na fase de declinio da resposta participa da eliminac¢é@o dos linfocitos
que sofreram expansao clonal. Também funciona como mecanismo de eliminagéo
de células infectadas por patdgenos sem ocorréncia de danos ao hospedeiro
(Fadeel & Orrenius, 2005).

Na tuberculose, o bacilo é fagocitado por macréfagos alveolares logo apés
sua entrada nos pulmdes e sua sobrevivéncia nestas células é fundamental para o
estabelecimento da infec¢cdo. Neste contexto, a apoptose dos macrofagos

infectados torna-se um importante mecanismo de defesa do hospedeiro para a
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contencéo do Mycobacterium tuberculosis (Behnia et al, 2000), e a capacidade de
inibir a apoptose caracteriza-se numa ferramenta de subversao do sistema imune
pelo patdgeno, possibilitando sua persisténcia.

Klingler et al. (1997), relataram que macrofagos cultivados com M.
tuberculosis expressavam niveis normais das proteinas pro-apoptéticas Bax e Bcl-
XS, mas apresentam diminui¢cdo na expressédo de Bcl-2 que previne a apoptose. Ja
Sly et al. (2003) relatam que a sobrevivéncia do M. tuberculosis em macrofagos
alveolares esté ligada ao aumento na expresséo 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 redug¢do nos
niveis de Bax, o que favorece a persisténcia do bacilo.

Nesse sentido, Oddo et al. (1998), demonstraram que macrofagos
infectados com M. tuberculosis apresentam reducdo nos niveis de FAS, apesar
disso, sdo susceptiveis a apoptose induzida por FAS-L e TNF-a exdgenos, e esta
resulta em diminuicdo da viabilidade bacilar. Assim a inibicdo da expresséo de
FAS e, conseglentemente, da apoptose poderia atuar como um mecanismo de
escape do bacilo as defesas do hospedeiro.

Corroborando este indicio, Keane et al. (2000) observaram que cepas de M.
tuberculosis com baixa viruléncia induziam mais apoptose em macrofagos
alveolares infectados in vitro do que as cepas virulentas, embora estas Ultimas
tivessem multiplicagdo mais rapida. Mais tarde, este mesmo grupo demonstrou
que amostras virulentas de M. tuberculosis induziam in vitro diminuigdo na

expressdo de moléculas pro-apoptoéticas, enquanto amostras nao-virulentas
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promoviam a expressdao um perfil génico que favorecia a apoptose, o que foi
inibido pela adi¢cdo de anticorpos anti-TNF-a 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 o sucesso da infeccao,
constituindo-se hum mecanismo de viruléncia do patégeno (Keane et al., 2000;
Spira et al, 2003).

Alternativamente, a inducdo de apoptose pode prejudicar a resposta imune
do hospedeiro, contribuindo para o sucesso da infeccéo. Badley et al. (1996), por
exemplo, relataram que a infec¢cdo de macréfagos pelo HIV levava a um aumento
da expressdao de FAS-L. Este promoveria a apoptose de linfocitos T nao-
infectados que expressam o receptor FAS, contribuindo para o quadro de
imunodeficiéncia. Deste modo, o significado da ocorréncia de apoptose num

processo infeccioso depende do momento e do tipo celular envolvido.

1.3.1 Apoptose na Hanseniase

7

Na hanseniase, o significado da apoptose é ainda pouco entendido. O
primeiro estudo sobre o fenbmeno na hanseniase foi empreendido por Cree et al.,
em 1986. Foram vistos corpos apoptoticos dispersos nas lesdes virchowianas e
concentrados nas bordas das lesdes tuberculdides, em areas com predominancia
de células epitelidides, o que poderia estar relacionado com a resolugdo das

lesdes tuberculdides. Ampliando seus estudos, Cree et al. (1987) sugeriram que a
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apoptose poderia estar envolvida na renovacao celular em granulomas hansénicos
com alto turnover.

Em 1999, Niang et al. observaram aumento no taxa de apoptose
espontanea em células mononucleares de sangue periférico de pacientes
hansenianos pauci ou multibacilares, especialmente em linfécitos T CD8+ e
linfécitos B e sugeriram que este poderia ser um mecanismo de eliminagcédo das
células infectadas. Este aumento na 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-a e BAX e elevava a taxa de
apoptose de maneira 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 leses de pacientes multi e paucibacilares, Walsh et al. (2004)
verificaram que a apoptose era mais frequente em pacientes paucibacilares e
sugeriram a apoptose atuando como um mecanismo de contencdo da
multiplicacao bacilar.

Tendo em vista que ao contrario do M. tuberculosis, o M. leprae apresenta
baixa variabilidade (Monot, 2005), é possivel que as diferengcas observadas entre
pacientes pauci e multibacilares sejam decorrentes de caracteristicas préprias do
individuo e estejam ligadas polarizacao da resposta.

Mustafa et al. (2001) verificaram que em lesdes de pacientes multibacilares,
0s macréfagos que apresentavam altos niveis de antigenos micobacterianos

também expressavam niveis significativos de FAS-L, enquanto nos pacientes PB a
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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 linfocitos

durante a apresentacdo de antigenos, favorecendo a persisténcia da infeccao.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo Geral

Avaliar a correlagdo entre a atividade de macrofagos e a ocorréncia de
apoptose a fim de verificar possiveis implicagbes no controle da resposta

imunoldgica, em ledes de pele de pacientes com formas polares da hanseniase.

1.4.2 Objetivos Especificos

1) Avaliar se ha diferenca na atividade de macréfagos em lesfes de pele de
pacientes com as formas polares tuberculdide (TT) e virchowiana (LL),
através da imunomarcacao da lisozima, iINOS e CD68.

2) Verificar se ha diferenca na taxa de apoptose em ambos os polos, TT e LL,
através da imunomarcacao da caspase-3.

3) Avaliar se ha correlagédo entre atividade macrofagica e apoptose nos polos

TT e LL.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Para realizacdo deste estudo, foi obtida aprovacdo do Nucleo de Medicina
Tropical da Universidade Federal do Para — NMT e do Comité de Etica em
Pesquisa do NMT (n° 167/2005).

Foi realizado estudo do tipo transversal retrospectivo baseado na avaliagcéo
de amostras histopatolégicas provenientes do Laboratério de Citopatologia e
Patologia do NMT de pacientes atendidos no ambulatério de dermatologia deste
Nucleo, com diagnéstico clinico-laboratorial de Hanseniase, de acordo com a
classificacao de Ridley-Jopling.

Foram selecionados para o estudo um total de 29 pacientes deste nucleo,
com idade entre 24 e 45 anos, sendo 7 do sexo feminino e 22 do masculino, com
13 pertencendo a forma clinica tuberculéide e 16 a virchowiana.

As biopsias foram colhidas ap6s anestesia no local das lesfes selecionadas
com punch no. 3 e emblocadas em parafina. Ja emblocado, o material foi
submetido a microtomia obtendo-se cortes com espessura de 5 um, sendo
posteriormente submetido ao estudo morfolégico com a coloracdo hematoxina-
eosina e a marcagcdo com a técnica de imunohistoquimica com os anticorpos
especificos contra CD68 (Gordon, 1999; Moura et al., 2007; Gottfried et al., 2008)
INOS (Khanolkar-Young et al.,1998; Adams, et al., 2000) e lisozima, para atividade

de macréfago; e contra caspase 3 (Gown & Willingham, 2002) para apoptose.
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2.2 METODO IMUNOHISTOQUIMICO

Foi utiizado o método imunohistoquimico de Estreptavidina-biotina
peroxidase (SABC, do inglés Streptavidin-Biotin Peroxidase) (Hsu et al., 1981,
Dodson, 2002).0 bloqueio de peroxidase enddgena foi feito em camara escura
com trés incubagBes 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 tampéao PBS pH 7,4.

A exposicdo antigénica, quando necessaria, foi realizada por incubagdo em
panela a vapor (Steam Cuisine 700 Hi Speed — T-FAL) com tampao Target
Retrieval Solution 10x concentrado (Dako - c6d. S1699) durante 20 minutos apos
0 aquecimento do tampéo a temperatura de 85°C a 90°C ou ainda por digestao
enzimatica utilizando-se solugédo de tripsina 0,25% (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO/USA - céd. T-8253). Os preparados foram novamente lavados em agua
corrente, agua destilada e tampé&o PBS pH 7,4 em média 5 minutos cada.

Foi realizado bloqueio de proteinas inespecificas do tecido com incubacao
em solucdo 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 anti-lisozima, anti-iNOS e anti-caspase-3, diluidos em solugéo
1% de albumina bovina fragdo V (Serva cé6d. 11930) acrescida de azida sédica
0,1% em PBS pH 7,4,“overnight” a 4°C.

Apoés duas lavagens com tampéo PBS pH 7,4 por cinco minutos cada, foi

feita a incubag@o com o anticorpo secundario anti-imunoglobulina de coelho e anti-
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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 0os anticorpos
primérios 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. Apds nova lavagem em tampéo PBS pH 7,4, a
reacdo foi revelada com solugdo cromogena de diaminobenzidina (3,3-
diaminobenzidine) 0,03% acrescida de 1,2 ml de &agua oxigenada 3%. A
intensidade de cor foi controlada ao microscépio Optico através dos controles
positivos que acompanharam cada reacdao. Os preparados assim processados
foram lavados em agua corrente por 10 minutos e 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.

2.3 AVALIACAO QUANTITATIVA

Os cortes imunomarcados foram avaliados em microscépio Nikon Eclipse
E200 em aumento de 400x. Foram analisados 5 campos microscopicos por
biopsia, utilizando-se para tal, graticulo graduado com 10 x 10 subdivisbes e com
0,0625 mm de area. Foram consideradas positivas as células que apresentaram
imunomarcacdo acastanhada caracteristica e inequivoca resultante da

precipitacdo do cromogeno nas areas positivas.
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2.4 AVALIACAO ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram armazenados em planilhas eletronicas usando
o programa EXCEL e analisados usando os programas BIOSTAT 4.0, sendo
apresentados sob forma de graficos. Para analisar as diferencas encontradas na
variavel atividade de macréfago e na variavel apoptose, utilizou-se o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney e para verificar a correlagdo entre estas amostras
utilizou-se a Correlacao linear de Spearman. O nivel de significAncia adotado foi

de 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 DA AVALIACAO DA ATIVIDADE MACROFAGICA

3.1.1 Imunomarcagéo da iNOS

Em relagdo a varidvel atividade de macréfago, avaliada pela
imunomarcacao da enzima oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS), verificou-se
para o grupo de lesdes TT uma média de 118,4 células com desvio padrdo de
69,79 e para o grupo de lesdes LL uma média de 118,62 células com desvio

padrédo de 49,56 e P =0,496 (Figuras 6 e 7).

B0 iNOS T: 118,4 + 69,79
iNOS L: 118,62 + 49,56
p =0, 496

400

300

200 l

100

iMOS T iMOS L

Figura 6: Média e desvio padrao do grupo iNOS TT e iINOS LL no estudo sobre a
atividade macrofégica in situ nas formas polares da hanseniase.
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Figura 7: Imunohistoquimica para iINOS em lesdo do grupo TT em aumento 200x
(A) e em aumento de 400x mostrando macréfagos e células gigantes no
granuloma (B); imunohistoquimica para iINOS em les&o do grupo LL em aumento
de 200x (C) e em aumento de 400x (D).
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3.1.2 Imunomarcagéo da Lisozima

bY

De forma semelhante, os dados referentes a variavel atividade de
macroéfago, imunomarcada para lisozima, ndo mostraram diferenca significativa
em ambos 0s grupos de lesdes. No grupo de lesGes TT, a média foi de 68, 16
células com desvio padrdo de 44, 57. Enquanto que no grupo LL a media foi de

73, 95 células com desvio padréo de 64, 55 com p =0, 817 (Figura 8 € 9).

250 - Lis T: 68,16 + 44,57
Lis L: 73,95 + 64,55
p=0,817

200

150

100

&0

Lis T Lis L

Figura 8: Média e desvio padréo do grupo Lisozima TT e do grupo Lisozima LL no
estudo sobre a atividade macrofégica in situ nas formas polares da hanseniase.
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Figura 9: Imunohistoquimica para lisozima em lesédo do grupo TT em aumento de
200x (A) e em aumento de 400x (B); imunohistoquimica para lisozima em leséo do
grupo LL em aumento de 200x (C) e em aumento de 400x (D).
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3.1.3 Imunomarcagéo da CD68

Ainda em relacao a variavel atividade de macrofagos, agora imunomarcada
pela molécula CD68, obteve-se para o grupo de lesdes TT uma media de 61,90
células com desvio padrdo de 28, 83, enquanto nas lesdes do grupo LL a média

foi de 78, 07 células com desvio padrédo de 69,99 e P = 0, 949 (Figura 10 e 11).

500
CD68 T: 61,90 * 28,83

CD68 L: 78,07 + 69,99
p = 0,949

400

300

200

100 T

COBET COB3 L

Figura 10: Média e desvio padrdo do grupo CD68 TT e CD68 LL no estudo sobre
a atividade macrofégica in situ nas formas polares da hanseniase.
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Figura 11: Imunohistoquimica para CD68 em lesdo do grupo TT em aumento de
200x (A); Imunohistoquimica para CD68 em lesdo do grupo LL em aumento de
200x (B).

3.2 DA AVALIACAO DA APOPTOSE

3.2.1 Imunomarcacdo da caspase 3

Ao analisar a variavel apoptose, utilizando-se da caspase 3 como marcador,
obteve-se uma média de 0,37 células com desvio padrdo de 0, 85 em lesbes do
grupo TT e uma média de 5, 83 células com desvio padrdo de 3,37 em ledes do
grupo LL, com p <0, 0001, demonstrando diferenca altamente significativa (Figura

12 e 13).



63

25 Casp T: 0,37 £ 0,85
Casp L: 5,83+
3.37
20
15
10
5
° 1
0 =——
Caspaze T Caszpase L

Figura 12: Média e desvio padrédo do grupo Caspase TT e grupo Caspase LL na
avaliacdo da ocorréncia de apoptose em lesdes de pele de pacientes com formas
polares da hanseniase.
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Figura 13: Imunohistoquimica mostrando presenca de células apoptéticas em
lesGes do grupo TT em aumento de 200x (A); imunohistoquimica mostrando
presenca de células apoptoticas em lesdo do grupo LL em aumento de 200x (B).
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3.3 DA CORRELACAO ENTRE ATIVIDADE MACROFAGICA E APOPTOSE

3.3.1 CD68 e caspase 3no grupo TT

Na avaliacao da correlagao entre CD68 e caspase 3 no grupo TT obteve-se

p =0,0714 e rs--0,225 (Figura 14).

140
rs- -0,225
p=0,0714
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Figura 14: Correlacdo linear negativa entre atividade de macrofago
(CD68) e apoptose (Caspase 3) parao grupo TT.

3.3.2 Lisozima e caspase 3no grupo TT

A figura 15 demonstra uma correlagdo linear positiva estatisticamente
significativa entre atividade de macréfagos e apoptose (rs = 0,3197 e p= 0,0094). A

medida que se intensifica a atividade macrofagica (marcada no experimento pela
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lisozima), aumenta-se a taxa de apoptose (marcada pela caspase 3) no infiltrado

celular nas lesdes de pele do grupo TT.

200 - 0,3197
) p =0, 0094
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Figura 15: Correlacdo linear positiva entre atividade macrofagica
(lisozima) e apoptose (caspase 3) para o grupo TT.

3.3.3INOS e caspase3nogrupo TT

A figura 16 evidencia uma correlagao linear positiva com rs - 0,226 entre
atividade de macréfago, marcada pela enzima iNOS, e apoptose, marcada pela
caspase 3. Todavia o resultado ndo é estatisticamente significativo, pois p = 0,

095.
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Figura 16: Correlacdo linear positiva entre atividade de macrofago
(marcada pela iNOS) e apoptose (marcada pela caspase 3) para grupo de
lesdes TT.

3.3.4iINOS, lisozima e CD68 com a caspase 3 no grupo LL

Em todas as lesbes do grupo LL, a atividade de macrofago, imunomarcada
pela INOS, lisozima e CD68, ndo apresentram correlagdo estatisticamente

significatica com apoptose, marcada pela caspase 3 (Figuras 17 a 19).
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Figura 17: Correlacao linear entre atividade de macrofago (marcada pela
INOS) e apoptose (marcada pela caspase 3) nas lesdes de pele do grupo
LL.
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Figura 18: Correlacao linear entre atividade de macrofago (marcada pelo
CD68) e apoptose (marcada pela caspase 3) nas lesdes de pele do grupo
LL.
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Figura 19: Correlacdo linear positiva entre atividade de macrofago
(marcada pela Lisozima) e apoptose (marcada pela caspase 3) no grupo
LL.
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5 DISCUSSAO

Importante na manutengcdo da homeostasia celular de organismos
multicelulares, a apoptose € sabida estar envolvida na fisiopatologia de varias
doencas quando desregulada, tais como doengas auto-imunes, cancer e infec¢des
virais (Solary et al., 1996). Entretanto, sdo poucos os trabalhos, a exemplo deste,
gue estudaram o fenbmeno na hanseniase.

Nesta doenca, ocorrem lesdes tanto de pele quanto neurais, sendo 0s
sintomas neuroldgicos associados a desmielinizagdo, a qual deve esta ligada a
morte das células de Schwann. Alguns trabalhos tém sugerido que a morte celular
apoptética de células hospedeiras, induzida pelo M. leprae, deve exercer papel
importante na progresséo da doenca.

O M. leprae pode afetar neurbnios por causar desmielinizacao
(Rambukkana et al., 2002), porém o envolvimento da apoptose neste processo
ainda permanece incerto. Um trabalho mostrou que este bacilo pode causar rapida
desmielinizagdo, sendo induzir apoptose ou uma resposta imune (Rambukkana et
al., 2002). Outro estudo identificou apoptose das células de Schwann durante o
curso da infec¢do. Uma lipoproteina del19-kDa pode estar envolvida no disparo da
morte celular programada das células de Schwann via TLR-2 (Oliveira et al.,
2003).

No intuito de compreender melhor os fendmenos fisiopatolégicos
relacionados ao dano neural na hanseniase e ao controle da resposta imunolégica

do hospedeiro contra o M. leprae, este trabalho avaliou a atividade de macréofagos
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e sua implicacéo na ocorréncia de apoptose em lesbes de pele de pacientes com
formas polares da hanseniase, utlizando-se de uma abordagem
imunohistoquimica.

Nesta casuistica, observou-se grande diferenca entre 0os grupos de lesdes
TT e LL, em relagdo caspase 3 (marcador de apoptose), bem como correlacao
positiva entre atividade de macréfago e apoptose em lesdes de pele dos pacientes
TT, levando-se em considerac¢do a lisozima (marcador da atividade de macrofago).
O fato pode justificar, em parte, o dano neural ocasionada pela morte das células
de Schwann por apoptose nestes pacientes (Lisak et al, 1997; Oliveira et al.,

2005).

Trabalhos publicados anteriormente sobre o assunto, utilizando outras
metodologias, encontraram resultados semelhantes ao do presente estudo, como
foi o de Cree et al., (1986), verificando corpos apoptéticos dispersos nas lesdes
virchowianas; Niang et al. (1999), observando aumento na taxa de apoptose
espontanea em células mononucleares de sangue periférico de pacientes
hansenianos pauci ou multibacilares; Hernandez et al. (2003), mostrando que a
adicdo de M. leprae as culturas promovia aumento na expressao de TNF-a e BAX
ao mesmo tempo que elevava a taxa de apoptose de maneira dose-dependente

em mondcitos de pacientes LL.

Resultados semelhantes também foram encontrados por Walsh et al. (2004)
em lesGes de pacientes multi e paucibacilares, contudo esses autores verificaram

gue a apoptose era mais freqliente em pacientes paucibacilares. E por Mustafa et
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al. (2001) ao verificarem que em pacientes multibacilares, a expressao de FAS-L
nos macréfagos proporcionaria um ambiente privilegiado para a manutencdo do
bacilo por induzir a apoptose de linfocitos durante a apresentacdo de antigenos,
favorecendo a persisténcia da infeccéo.

Relevante contribuicdo deste trabalho ocorreu quando se verificou a
apoptose sendo influenciada pela atividade in situ de macréfagos. Porém, estudos
mais pormenorizados, utilizando uma amostra maior, precisam ser conduzidos ja
gue nas lesdes do grupo LL ndo houve correlacdo estatisticamente significativa e
0 aumento de apoptose neste grupo poderia ter sido influenciado por outros

fatores, como o TGF-f (Oliveira et al., 2005).

Outros trabalhos (Goulart, 1995; Khanolkar-Young et al.,1998; Gantt et al.,
2003) corroboram tal tese, uma vez que foi observado, em lesGes de pacientes
virchowianos e borderline lepromatosos (ambos baciliferos), a producédo de
intermediarios do nitrogénio de forma reduzida ou ausente, o0 que pode estar

relacionado com a presenca do TGF-f no infiltrado inflamatério da lesdo cutanea.

Apesar do exposto, ndo podemos descartar a possibilidade da apoptose ter
importante papel no controle negativo da resposta imunoldgica do hospedeiro ao
bacilo de hansen, fenbmeno este ja descrito para outros agentes microbianos, a
exemplo do HIV (Badley et al., 1996). Assim, a indu¢do de apoptose em células
imunes poderia funcionar como mecanismo de escape do M. leprae.

Futuras pesquisas, utilizando-se de uma amostragem maior, ou mesmo de

modelos de estudo in vitro, contribuirdo para melhor entender o papel da apoptose
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na indugdo do dano neural, bem como sua importancia como ferramenta de

escape imunolégico do microorganismo frente a resposta do hospedeiro.
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6 CONCLUSOES

1)

Nao houve diferenga quantitativa na atividade de macréfagos entre os
grupos de lesdes TT e LL, ou seja, 0 que de fato se verificou nédo foi uma

diferenca na quantidade dos macro6fagos, e sim na qualidade.

2) A apoptose, marcada pela caspase 3, estava mais intensa no grupo de

3)

4)

lesdes LL;

No grupo de lesdes TT, houve correlacdo positiva entre atividade
macrofagica e apoptose quando avaliada pela marcagéo de lisozima, o que
pode justificar o desenvolvimento de dano neural por apoptose das células
de Schwann.

No grupo de lesBes LL, ndo houve correlacdo entre atividade de
macrofagos e apoptose quando avaliada através da lisozima, iINOS e CD68.
Contudo outros fatores, como o TGF-B, podem estar influenciando a

inducdo de apoptose neste grupo.
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