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RESUMO

A hanseniase é uma doenga cronica infecto-contagiosa, atingindo preferencialmente
pele e nervos periféricos, interrompida por surtos reacionais, classificados como Tipo | ou
reacao reversa e a reacao tipo Il ou eritema nodoso hansénico, geralmente acompanhadas
de neurite. Talidomida e prednisona sdo amplamente utilizadas no tratamento do ENH,
mas nem sempre sdo plenamente eficazes, sendo necessaria a investigagdo de outras
medicacGes imunossupressoras para controle da reacdo. O fendmeno de apoptose de
células inflamatorias ocorre na hanseniase e no ENH, havendo, porém poucos estudos
correlacionando o fenémeno com melhora ou piora clinica do estado reacional. Este estudo
objetiva descrever a ocorréncia de apoptose de células inflamatérias e evolucgéo clinica do
eritema nodoso hansénico antes, durante e apds o uso de azatioprina para tratamento do
ENH. Os resultados obtidos com 07 pacientes incluidos no estudo evidenciam que a
azatioprina € droga imunossupresora eficaz no tratamento de casos de ENH de dificil
manejo. Esta pode induzir a remissdo do ENH, assim como favorecer a diminui¢éo da dose
de corticoesterdides. O fenbmeno de apoptose pdde ser documentado utilizando a
imunomarcagdo com caspase 3 em todos os casos. Ndo houve variacdo considerada
significativa entre o nimero de células evidenciadas com caspase 3 antes e apds o
tratamento com azatioprina.N&o houve correlacdo considerada significativa entre o nimero
de células evidenciadas com caspase 3 antes e apds o tratamento com azatioprina e a

melhora clinica apresentada pelos pacientes.

Palavras-chave: Hanseniase. Apoptose. Eritema Nodoso Hansénico. Ensaio com
Azatioprina.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious and contagious disease, affecting mainly skin and
peripheral nerves, interrupted by outbreaks reaction, classified as Type | or reverse reaction
and the reaction type Il or erythema nodosum leprosum, usually accompanied by
neuritis. Thalidomide and prednisone are widely used in treat ENL, but are not always fully
effective, it needs to be investigate other immunosuppressive drugs to control the reaction.
The phenomenon of apoptosis of inflammatory cells occurs in leprosy and ENL, but few
studies correlating the phenomenon with clinical improvement or worsening of the ENL
reaction are available. This report describes the occurrence of apoptosis of inflammatory
cells and clinical progression of erythema nodosum leprosum before, during and after the
use of azathioprine to treat ENL. The results obtained with 07 patients enrolled in the study
indicate that the drug, azathioprine, is effective in treating cases of ENL difficult to treat.
This drug may induce remission of ENL, as well as to further decrease the dose of
prednisone in use.The phenomenon of apoptosis could be documented using the
immunogold with caspase 3 in all cases. There was no significant variation seen between
the number of cells highlighted with caspase 3 before and after treatment with
azatioprina.No significant correlation between the number of cells highlighted with
caspase 3 before and after treatment with azathioprine and clinical improvement shown

could be demonstrated.

Key words: Leprosy. Apoptosis. Erythema nodosum leprosum. Assay with azathioprine.
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1- INTRODUCAO

O Eritema nodoso hansénico (ENH) é uma manifestagdo imunoldgica aguda da
hanseniase que merece atencéo especial em virtude de sua alta morbidade (LOCKWOOD,
1996). Tem evolucdo clinica varidvel e seu tratamento nem sempre alcanca éxito
(MOSCHELLA, 2004), ja que o0s mecanismos imunopatolégicos geradores sao
desconhecidos e os mecanismos de acao das medicacOes utilizadas até 0 momento também
sdo incertos. O fenbmeno de apoptose de células inflamatorias ocorre de forma expressiva
no ENH, e ja foi previamente estudado em macrofagos de pacientes com hanseniase
(CREE et al., 1987). E sabido também que o tratamento do ENH com talidomida pode
induzir a cascata de apoptose em macrofagos (ASEFFA, A., DIETRICH, M. A,
SHANNON, E. J.,1997), podendo este evento estar relacionado com a melhora clinica da
reacdo em alguns casos. Ndo se conhece o comportamento dos linfocitos T teciduais e
macrofagos no ENH quanto a ocorréncia de apoptose, ou se ha influéncia do tratamento
medicamentoso na inducdo deste fendbmeno. Especula-se que a apoptose de linfécitos T
teciduais, bem como a persisténcia in situ de linfocitos de memoria auxiliares ou
supressores, podem ser fatores decisivos para regressdo ou prolongamento de atividade
inflamatéria de vérios tipos de doencas imunomediadas (TIEDE et al.,, 2003). A
azatioprina € uma medicacdo imunossupressora, em especial de células T, amplamente
utilizada em pacientes que realizaram transplante de 6rgdos e doencas autoimunes como
esclerose madaltipla, l0apus eritematoso sisttmico e doenca inflamatoria intestinal
(MALTZMAN, 2003) , sendo seu uso ja tentado com resultados favoraveis em casos de
ENH (MAHAJAN et al., 2003). O objetivo principal deste trabalho é a realizacdo de um

estudo imunohistolégico das células inflamatorias presentes em pele de pacientes com
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hanseniase em ENH, antes e durante o tratamento do estado reacional com azatioprina
tendo como énfase o fendmeno de apoptose que ocorre nestas células, e uma possivel

relacdo entre o tratamento e a melhora clinica do paciente.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - CONSIDERACOES GERAIS SOBRE CONCEITO DA HANSENIASE,

ETIOLOGIA E TRANSMISSAO.

A hanseniase é uma doenga infecto-contagiosa, que acomete preferencialmente pele
e nervos periféricos, e é endémica em certas regides subdesenvolvidas. E causada pelo
Mycobacterium leprae, parasita intracitoplasmatico, do tipo bastonete &lcool-acido-
resistente ligeiramente encurvado e de extremidades arredondadas, com granulagfes em
seu corpo bacilar denominadas de Lutz- Unna. O bacilo apresenta uma parede celular de
dupla membrana, a mais interna contendo peptoglicanas e a externa lipossacaridea. A
patologia pode atingir praticamente todos os 6rgdos e sistemas onde haja macréfagos,
exceto o sistema nervoso central. E transmitida através do contato com doente bacilifero,
possui uma alta infectividade, porém a patogenicidade €é relativamente baixa, e as vias
aéreas sdo consideradas a porta de entrada principal (mucosa nasal), através do contato

direto (AZULAY; AZULAY, 2004).

2.2 - CONSIDERACOES GERAIS SOBRE IMUNIDADE E HANSENIASE

Os eventos que se desenvolvem nas fases precoces da infeccdo humana pelo
M.leprae sdo pouco entendidos. Sabe-se que tanto fatores genéticos como a presenca do
gene FARK2/FACRG, que confere susceptibilidade humana ao M.leprae (MIRA et al.,
2004), como a presenca de determinados antigenos leucocitarios humano (HLA), como
HLA-DR2 e HLA-DR-3 (OTTENHOLF, 1987) e mutacdes nos receptores do tipo toll-like

do tipo 2 (TLR-2) favorecem que alguns individuos desenvolvam a hanseniase em suas
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diversas formas (KANG et al., 2001; 2002; BOUCHUD et al., 2003; KANG et al.,
2004).Tanto a imunidade inata como a imunidade adaptativa desempenham papéis

fundamentais na elaboracao de resisténcia eficaz a doenca.

A imunidade inata frente ao M.leprae € constituida basicamente pelos macrofagos,
células dendriticas e por receptores de membrana que reconhecem padrdes especificos

como o receptor do tipo toll-like 2 (UNDERHILL et al., 1999).

O M.leprae em contrapartida, por meio de seu glicolipideo fendlico 1 (PGL-1) e de
sua superoxido desmutase, tem capacidade de fazer regulacdo negativa e diminuir a
capacidade oxidativa do macréfago, bem como impedir a fusdo interna de fagossomo-
lisossomos que geram destruicdo bacilar. H& evidéncias de que o bacilo tem capacidade de
tornar o macrofago refratario a ativacdo induzida pelo IFN-gama e de que module a
interacdo entre 0 macrdfago infectado e as outras células de defesa (SIBLEY et al., 1987;

1988).

As células dendriticas (CD) sdo apresentadoras eficazes dos antigenos do M.leprae.
No entanto foi observado que a expressdo de moléculas de apresentacdo tipo MHC de
classe | e Il por parte de CD derivadas de mondcitos infectadas por M.leprae sofrem
regulacdo  descendente  (downregulation), s6 ocorrendo regulacdo ascendente
(upregulation) na expressdo de moléculas de MHC classe Il e CD40 ligante por parte das
celulas dendriticas se houver expressdo conjunta de IL-12. Tal fato sugere que o bacilo
pode interferir na interacdo entre a CD e as células T caso ocorra deficiéncia na expressao

de determinada citocina (MAEDA et al., 2003).

As células da linhagem T exercem papel essencial na resisténcia ao M.leprae como

evidenciado em experimentos com inoculagdo em pata de camundongo (COLSTON, M. J.
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AND G. R. HILSON, 1976). As populacdes de linfécitos T descritas por coloracéo
imunohistoquimica sdo basicamente células CD4+ e CD8+. As lesdes tuberculdides
exibem predominantemente células CD4+ auxiliares numa proporcdo CD4+/CD8+ de
1,9:1, embora a proporcdo CD4+/CD8+ seja 2:1 no sangue periférico, parece haver uma
migracao preferencial, ou proliferacdo ou retencdo de células selecionadas, nos varios tipos
de lesdes de hanseniase. Nas lesdes tuberculdides tipo TT, o fendtipo de memoéria T
auxiliar supera em 14 vezes o nimero de células T com fendtipo virgem (naive) (MODLIN

et al., 1983; 1988).

As células T citotoxicas também sdo numerosas em lesbes tuberculdides. Estas
células parecem desempenhar um importante papel em orientar a localizacdo do
macrofago, sua ativacdo e maturagdo, o que levaria a restricdo ou eliminacao do patégeno.
Interessante que as células CD4+ estdo amplamente distribuidas por toda a leséo, enquanto
que as células CD8+ ficam estacionadas na periferia da lesdo. Em contraste, as lesdes de
hanseniase Virchowiana demonstram uma proporcdo de CD4+/CD8+ de 0,6:1 e ao
contrario das lesGes Tuberculdides, os linfécitos CD8+ encontram-se espalhados por toda a
lesdio (MODLIN et al., 1983; 1988). O emprego da técnica que utiliza anticorpos
monoclonais demonstra que a maioria dos linfocitos T CD 4+ nas lesdes Virchovianas € do
fenotipo virgem (naive) e os linfécitos CD 8+ sdo do subgrupo de linfocitos T supressores.
A partir deste fato foi especulado que os linfocitos CD8+ serviriam para gerar regulacédo
descendente na ativacdo de macrofagos e suprimir a imunidade mediada por células

(SCOLLARD et al., 2006).

Existe um grupo de células T chamadas CD1 restritas que participam de forma
peculiar na defesa do organismo face a infeccdo por micobactérias. As moléculas do tipo

CD1 sdo estruturas unicas de ligacdo hidrofobicas que apresentam antigenos
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micobacterianos lipidicos ou glicolipidicos, ao invés de peptideos, a uma populacdo de
células T CD1+ restrita. No caso do M.leprae o lipoarabinomanano é capaz de induzir
proliferacdo de linfocitos T CD1b e de mondcitos de maneira restrita. Em casos de
pacientes com formas lepromatosas, poucas células CD1+ foram encontradas nos sitios de
lesdo, enquanto houve uma forte regulacdo positiva de celulas CD1+ nas lesdes
granulomatosas de pacientes com formas tuberculdides ou em reacao reversa (SAMPAIO
et al.,, 1992; SIELING et al., 1995; ROSATE et al., 1999). Interessante que apos
administracdo de fator de crescimento de col6nias de granuldcitos e macréfagos (GMCSF),
uma citocina capaz de induzir a ativacdo de células dendriticas, a pacientes com formas
lepromatosas, ocorreu infiltracdo de células CD1+ nos sitios de lesdo (SAMPAIO et al.,

1992; SIELING et al., 1995; ROSATE et al., 1999).

2.3 - ESTADOS REACIONAIS: ASPECTOS IMUNOLOGICOS, CLINICOS E

TRATAMENTO.

Reacdes hansénicas sdo complicacdes inflamatérias de carater agudo que geralmente
se manifestam como emergéncias médicas em pacientes portadores de hanseniase tratados
ou ndo. Sdo denominadas reacéo tipo | ou reacdo reversa e o eritema nodoso hansénico ou
reacao tipo Il e juntas podem acometer entre 30 a 50 % de todos os pacientes hansénicos
pelo menos uma vez no curso da doenca (KUMAR, B.; DOGRA, S.; KAUR, I., 2004). Em
virtude da predilecdo topografica do M.leprae pelo sistema nervoso periférico, o fenbmeno
de agudizacdo do quadro inflamatério durante o epsodio reacional, se ndo diagnosticado e
tratado adequadamente, pode resultar em dano neural de rapida instalagio com

subsequente perda de sensibilidade, paralisia e deformidade.
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As reacdes hansénicas tém mecanismos imunologicos distintos (WEMANHU et al.,
1962; YAMAMURA et al., 1992; ROJAS et al., 1997; MORAES et al.; 2001) e apesar de
relativamente comuns e de serem foco constante de pesquisas, as causas iniciais, 0S
mecanismos deflagradores e o tratamento das reaces permanece problematico por serem

pouco entendidas as relacfes de causa e efeito na génese do estado reacional.

A reacdo tipo | ocorre em pacientes que imunologicamente se encontram nas faixas
boderline tuberculdide, boderline e boderline lepromatosa conforme classificacdo descrita
por RIDLEY e JOPLING, em 1966, também sdo chamadas de reacOes reversas.
Geralmente se apresentam como induracdo ou eritema intenso em lesdes cutaneas pre-
existentes, com edema acral e instalacdo de quadro tipico de neurite, ou seja, dor intensa
associada a perda sensorial e motora. Em quadros severos as lesdes podem ulcerar e a
evolucdo do quadro pode perdurar por varias semanas. Durante a reacdo tipo I, a analise
histopatoldgica das lesGes sugere que a imunidade local sofre um avango no seu status
(upgrade). Estudos utilizando imunofenotipagem revelaram que o nimero e o percentual
de células T CD4+ aumentam nos tecidos em reacdo tipo | (MODLIN et al., 1983; 1988;
1994), bem como o0s niveis séricos de receptor solivel de IL2. Estes niveis tendem a
diminuir no decorrer do tratamento (TUNG et al., 1987). Surge também imunidade celular
evidente ao antigeno do M. leprae durante a reacdo, com positivacao de teste cutaneo de
sensibilidade tardia. Nota-se também proliferacdo aumentada de linfocitos T CD 4+ em
resposta a antigenos micobacterianos in vitro (GODAL et al., 1973; BARNETSO et al.,

1976).

Sob o ponto de vista imunologico, o entendimento do paradigma de diferenciagéo
funcional do linfocito T em populagbes com atividade predominantemente celular, ou Thi,

ou humoral, ou Th2, de acordo com o perfil de citocinas apresentado (MOSMANNN et al.,
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1986) é de grande importancia para compreensdo do comportamento espectral da
hanseniase e do estado reacional. Trabalhos previamente publicados tentam agrupar 0s
pacientes com hanseniase de acordo com os perfis de citocinas apresentados e predominio
de resposta celular adaptativa evidenciada (Th1 ou Th2), fazendo inclusive correlacdo com
a classificacao polar de Ridley-Jopling (SARNO et al., 1991; YAMAMURA et al., 1992;
SREENIVASAN et al., 1998; MORAES et al., 1999; NATH et al., 2000; LITTLE et al.,

2001; ATKINSON et al., 2004).

O padréo de citocinas evidenciado na reacdo tipo | representa um padrdo de resposta
Thl (SREENIVASAN et al., 1998; LITTLE et al., 2001). Durante a reacdo reversa ocorre
um aumento na expressdo de genes de citocinas préinflamatorias incluindo IL-1, IL-2, IL-
12, IFN-y e TNF-q, tanto sistemicamente, quanto nos tecidos. Interessante notar que 0s
niveis séricos dessas citocinas inflamatorias tendem a cair apds instituicdo de um
tratamento bem sucedido com prednisolona na reacdo reversa, mas mostram pouca ou
nenhuma reducdo em seus niveis no eritema nodoso hansénico (TUNG et al., 1987; FOSS

etal., 1993; LITTLE et al., 2001; ATKINSON et al., 2004).

Os eventos ou condigdes que serviriam de gatilho para o inicio da reacéo tipo | séo
desconhecidos e variados. Reagfes tipo | ja foram observadas apds imunizacdo com
vacinas contendo outras micobactérias, mas ndo foram observadas apds inoculacdo
intradérmica direta de IL-2 ou de IFN-y (SAMPAIO et al., 1992.). Embora o TNF-a seja
presente na reacdo tipo I, e a talidomida tenha sido relatada como potente inibidora desta

citocina, ela é ineficaz no tratamento da reacdo tipo | (TRAMONTANA et al., 1995).

Na reacdo tipo II, também chamada de eritema nodoso hansénico (ENH), a

agudizacao se traduz por aparecimento abrupto de varios nddulos eritematosos, dolorosos
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em varias partes do tegumento, sem predilecdo por lesbes pré-existente, associadas a
sintomas sistémicos como febre e mal estar geral. Acomete pacientes multibacilares na
faixa boderline e boderline lepromatosa e pode atingir outros orgaos além da pele e dos
nervos periféricos como olhos, figado e testiculos. Em casos severos as lesdes também

podem ulcerar.

O ENH ocorre em pacientes com pobre imunidade celular especifica, apesar da
abundancia de bacilos e de antigenos na pele e nos nervos e uma forte resposta humoral
policlonal, com altos niveis de imunoglobulinas circulantes. Os achados teciduais
observados na lesdo aguda séo caracterizados por um infiltrado neutrofilico superajuntado
a um padrdo lepromatoso crénico. Tal achado histopatologico fez com que alguns autores
(WENAMBU et al., 1969) propusessem que o ENH seria uma lesdo mediada por
imunocomplexos. Esta teoria ndo pode ser nem confirmada nem refutada pelo fato de que,
apesar dos niveis de complemento sérico estarem reduzidos e terem sido identificados
depdsitos de imunocomplexos e complemento nas lesbes de pele (ROJAS et al., 1987),
nem o0s complexos imunes circulantes, nem os complexos fixados poderam ser

reprodutivelmente demonstrados em lesdes de ENH.

Alguns estudos identificaram uma possivel ativacdo na da imunidade celular nas
reacOes tipo I, incluindo aumento na expressdao de IL-12, IFN-y e TNF-a circulantes
(SARNO et al., 1991; SAMPAIO et al., 1993; MORAES et al., 2001), bem como aumento
na expressdo de RNAm dessas citocinas observado em amostras de tecido (YAMAMURA
et al., 1992), indicando que a ativacdo celular ocorre localmente. Testes de
linfoproliferagdo de células T positivos in vitro e aumento consideravel dos niveis séricos
circulantes de receptor solivel de IL-2 em pacientes em reagdo tipo Il (SARNO et al.,

1996) reforca essa possibilidade.
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Paradoxalmente também foram observados aumentos nas expressdes de IL-6, IL-8,
IL-10 e mantidas as de IL-4 e IL-5 RNAmM em lesdes de ENH, todas estas citocinas
associadas a producdo de anticorpos, quimiotaxia de neutrofilos e reducdo da imunidade

mediada por células.

Os fatores associados ao surgimento das reagdes de ENH sdo variados e obscuros.
InfeccBes bacterianas, virais, imunizacOes, febre e estresse emocional ja foram implicados
sem evidéncias plenamente explicativas ou convincentes. A gravidez parece ter efeito
inibitdrio sobre a reacéo tipo I, ressurgindo de forma severa no periodo pos-parto. Relatos
também sugerem que a reacgdo tipo Il costuma ser mais freqiente e grave em criangas que

desenvolvem hanseniase no inicio da puberdade.

O fendmeno de Lucio é uma vasculite necrotizante severa, ndo muito comum, que
ocorria em pacientes com ascendéncia mexicana e apresenta alta morbidade e mortalidade.
Esse tipo de reacdo ocorria em pacientes com alta carga bacilar e € associada a altos niveis
de crioglobulinas e de antigenos de M.leprae. Os achados histopatoldgicos tipicos sdo os
de células endoteliais do hospedeiro densamente infectadas e em vérios estigios de
degeneragdo. O quadro necessita de acompanhamento hospitalar e eventualmente

desbridamento semelhante a casos de queimaduras.

H& uma predomindncia na transcricio de IL-2, TNF-a e TNF-y nas formas
tuberculdides e de IL-4 nas formas lepromatosas. No entanto esses achados sao associados

as formas de doenca clinica fora de estado reacional.

Durante os episadios reacionais do tipo | e em especial do tipo Il, a organizacdo da

populacdo celular nos sitios de lesdo se modifica, a producdo de citocinas e seus referidos
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perfis de secrecdo se intensificam ou tendem a polarizar para um esboco de reposta

mediada por células (Th1).

Dados ja publicados na literatura por SREENIVASAN et al., 1998, demonstram que
pacientes com quadro de hanseniase boderline ou boderline lepromatosa estaveis, isto &,
fora do estado reacional, possuem linfdcitos T que expressao no sangue periférico citocinas
com padrédo Th2 ou Th 0, mas ndo Th 1. Em estudos subseqtientes com uso de RT-PCR e
ensaios tipo ELISA para deteccdo de citocinas, tanto em tecido como em células
mononucleares de sangue periférico de pacientes hansénicos em estado reacional o grupo
observou que 64% dos pacientes em estado reacional tipo eritema nodoso hansénico
apresentaram padrdo de citocinas do tipo Th 1 nos tecidos analisados. Em alguns

individuos um padrdo ThO pode ser observado, mas o padrdo Th2 esteve ausente.

A presenca de IL-12p40 mRNA também foi identificada em 21 de 25 pacientes com
ENH, em todos os pacientes com reacéo tipo I. No ENH o padréo de citocinas apresentado
no tecido é concordante com o padrdo apresentado no sangue periférico, TNF-y e 1L-12
foram detectados tanto em polimorfonucleares do sangue periférico (PMN) néo
estimulados, quanto em tecido analisado em ambos os tipos de estado reacional sugerindo
expressao in vivo destas citocinas durante as reacdes. A expressdo de IL-10 tem sido
associada principalmente as células PMN aderentes e tem sido observada somente no ENH
e ndo na RR, mesmo em cultura de células estimuladas. Durante os estudos realizados com
tecidos ndo foi identificada IL-10 em nenhum dos dois tipos de reacdo. Quanto a IL-4,
citocina de perfil Th2 associada a pacientes boderline ou boderline lepromatosos fora de
estado reacional, ndo foram detectadas na grande maioria dos pacientes durante 0 ENH.
Este estudo demonstra que ocorre polarizagdo para resposta celular durante o estado

reacional na maioria dos pacientes hansénicos com a forma lepromatosa, em contrate com
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o perfil Th2 ou ThO apresentado durante a fase nao reacional da doenca. O padréo de
linfécitos Thl nos pacientes com ENH persistiu por 6 a 7 meses ap6s o inicio das reacfes e
foi igualmente observado em pacientes em tratamento com talidomida e doses baixas de
corticosteroides. A talidomida e o corticoesteroide nao foram capazes de inibir a expressdo

de TNF-y e IL-12 mRNA de pacientes em ENH (SREENIVASAN et al., 1998).

2.4 - APOPTOSE: CONSIDERACOES GERAIS

O termo apoptose foi proposto por Kerr e colegas em 1972 para descrever um padréo
morfologico especifico de morte celular observado & medida que células embrionérias
eram eliminadas durante o desenvolvimento embrionario, na renovacdo de células de
tecidos normais em adultos e na atrofia decorrente da retirada de hormoénios NGF. O termo
denota um processo fisioldgico controlado de remocao de componentes individuais de um
organismo sem destruicdo ou dano ao todo. A morfologia associada com esse fendbmeno €
caracterizada por condensacdo celular e citoplasmatica e desmanche celular em fragmentos
ligados a membrana. Estes fragmentos ou corpos apoptéticos sdo recolhidos por outras
células e degradados dentro de fagossomos. O fenbmeno ocorreria em virtude de um
mecanismo geral de delecdo celular controlada, que exerce papel complementar a mitose e
citocinese, em manter estavel o numero de elementos celulares nos tecidos. O conceito de
apoptose apdia a hipdtese de que as células sdo geneticamente programadas e possuem
elementos da cascata metabélica que permite seu desmantelamento. A questdo principal
proposta € de que a morte celular resultante de processos celulares intrinsecos deve ser
considerada de forma distinta da morte celular por perturbacdo grave e irreversivel no
ambiente homeostatico da celula, que geraria o padrdo morfolégico conhecido como

necrose (ABBAS et al., 2000).
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A morte programada da célula é importante em muitos aspectos do desenvolvimento

animal, incluindo morfogénese e homeostasia (SAUNDERS 1966; JACOBSON et al.

1997). Estudos dos mecanismos de morte programada no nematdédeo Caenorhabditis
elegans identificaram uma via que é amplamente conservada em outros organismos,

incluindo humanos (METZSTEIN et al. 1998).

FIGURA |I: MECANISMO DE APOPTOSE (Simplificada representacdo das duas
principais vias de sinalizacdo morte celular programada).
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A caracterizacdo como modelo do mutante Caenorhabditis elegans CED (morte
celular anormal) revelou a producao de produtos genéticos envolvidos na morte celular no
periodo de desenvolvimento embrionario (HEDGECOCK, E. M.; SULSTON, J. E,;
THOMSON, J. N., 1983). A sequiéncia de aminoacidos de CED-3 mostra uma similaridade

com uma protease dos mamiferos conhecida como enzima conversora da interleucina 1
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(IL-1R). InvestigacBes subseqiientes revelaram a existéncia de uma familia destas
proteases, conhecidas atualmente como caspases oOu proteases aspartase-cistina
dependentes; logo a enzima conversora IL-18 foi renomeada caspase 1 (ALNEMRI et al.,
1996). As caspases existem como zimogénios latentes que possuem um prodominio N

terminal, seguida da regido que forma um dominio efetor catalitico de duas subunidades.

Embora todos os membros da familia das caspases dividam similaridades em
sequéncia de aminoacidos e estrutura, elas diferem significativamente em seus papéis
fisioldgicos. As caspases podem ser separadas amplamente em dois grupos: aquelas que
estdo centralmente envolvidas com a apoptose (caspases 2, 3, 7, 8, 9 e 10) e as relacionadas
com a caspase 1 (caspase 1, 4, 5, 13, 14 e as caspases muirinas 11 e 12) que agem no
processamento de citocinas durante a resposta inflamatéria (CREAGH, E. M.; CONROQY,

H.; MARTIN S. J., 2003).

As caspases implicadas na apoptose podem ser reagrupadas em dois subgrupos
baseados em sua estrutura e em seu aspecto temporal de ativacdo durante a morte celular
(LOS, M.; WESSELBORG, S.; SCHULZE-OSTHOFF, K., 1999). As caspases iniciadoras
(caspase 2, 8, 9,10) tem longos prodominios e sdo primariamente responsaveis por iniciar a

cascata de ativacdo das caspases.

As caspases efetoras (caspase 3, 6 e 7) tem um pequeno prodominio e sdo, de fato, as
responsaveis pelo desmonte da célula, por clivar seus substratos. A ativacdo das caspases
iniciadoras requer dimerizacdo, que € mediada pela ligacdo de seus prodominios com
moléculas de adaptacdo dominio recrutadas pela caspase. Apds a ativacdo, as caspases
iniciadoras propagam sinais de morte por meio da ativagdo das caspases efetoras em

cascata. Estas Ultimas sdo convertidas em suas formas ativas através de protedlise em
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compartimentos internos residuais, permitindo o agrupamento de heterotetrameros ativos,
composto por duas subunidades grandes e duas subunidades pequenas (ABBAS et al.,

2000).

FIGURA 11: VIA INTRINSECA E EXTRINSECA DE APOPTOSE
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Agentes infecciosos podem interagir com dominios de ativacdo de caspases para
induzir a morte celular, como Chlamydia trachomatis que produz uma proteina, associada
a dominios de morte, que interage com os dominios de morte dos receptores da familia do

TNF para ativar apoptose via caspases (STENNER-LIEWEN et al., 2002).
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As caspases efetoras quando ativadas clivam seletivamente um grupo de proteinas
alvo, produzindo os achados bioquimicos e morfoldgicos caracteristicos associados com a
apoptose. Um marcador frequentemente utilizado é a cadeia de DNA produzida pela
clivagem do DNA genbmico entre os nucleossomos para gerar fragmentos com
comprimentos de aproximadamente 180 pares de bases. A nuclease responsavel por esta
caracteristica € uma DNase-Caspase ativada (CAD ou DEFF40), que estd presente nas
células vivas ligada ao seu inibidor (ICAD ou DEFF45). A ativacdo da CAD ocorre por
clivagem da ICAD mediada pela caspase 3 e caspase 7, resultando na liberacdo e ativacao

da CAD (ENARI, M., et al., 1998; SAKAHIRA, H.; ENARI, M; NAGATAS., 1998).

As lamininas, que sdo proteinas do envelope nuclear, sdo clivadas pelas caspases
efetoras, levando ao encolhimento do nucleo e fragmentacdo. A perda do formato da célula
se deve provavelmente a clivagem das proteinas do citoesqueleto, tal como a foldrina. A
clivagem dos componentes do complexo de adesdo local leva descolamento das células
apoptoticas de suas vizinhas e da membrana basal. A vacuolizacdo da membrana
plasmatica ocorre pela ativacao da gelsolina, uma enzima despolimerizadora de actina que

é mediada pelas caspases.

Outro processo dependente das caspases € a exposicdo a fosfatidilserina (FS). A
fosfatidilserina encontra-se ativamente localizada na face internada da membrana

citoplasmatica de células saudaveis.

A regulacdo da morte programada da célula ocorre por uma via intrinseca,
envolvendo a liberacdo mitocondrial de citocromo C e a ativacdo da caspase 9 ou pela via

extrinseca, envolvendo a estimulacdo de receptores de morte expressos na superficie da
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célula e ativacdo de caspase 8, onde deve se mencionar a via dos receptores de morte FAS

(CD95) e FAS-ligante (CD95-L) (ABBAS et al., 2000).

Na via extrinseca da apoptose, moléculas sinalizadoras conhecidas como ligantes,
que sdo liberadas por outras celulas, ligam-se a receptores de morte transmembrana na
célula alvo para induzir a apoptose. Por exemplo, as células natural killer (NK) possuem
ligante FAS (FasL) na sua superficie (CSIPO et al., 1998). A ligacdo do FasL da célula NK
ao receptor FAS (um receptor de morte) na célula alvo ativa maultiplos receptores a se
agragarem na superficie da célula alvo. A agregacdo desses receptores recruta uma
proteina adaptadora conhecida como proteina do dominio de morte associada ao FAS ou
FADD (FAS associated death domain) no lado citoplasmatico do receptor. FADD, por sua
vez, recruta a caspase-8, uma proteina iniciadora, para formar o complexo sinalizador
indutor de morte (DISC-death-inducing signal complex). Através do recrutamento da
caspase 8 para 0 DISC, esta sera ativada e podera ativar diretamente a caspase 3 que é uma
clivar a proteina pré-apoptotica BID em sua forma ativa, agi para facilitar a liberacdo do

citocrdmo cna via intrinseca (ADRAIN, C.; CREAGH, E. M.; MARTIN, S. J, 2002).

A via intrinseca é desencadeada por estresse celular, especificamente o estresse
mitocondrial causado por fatores como dano ao DNA e choque térmico (ADRAIN, C.;
CREAGH, E. M.; MARTIN, S. J, 2002). Apds receber o sinal de estresse, as proteinas pro-
apoptéticas no citoplasma, BAX e BID, ligam-se a membrana externa da mitocéndria para
sinalizar a liberagdo de seu conteudo interno. No entanto o sinal de BAX e BID néo ¢
suficiente para liberar o contetdo completamente. BAK, uma proteina pré-apoptotica que
reside no interior da mitocondria tambeém é necessaria para promover a completa liberacéo

do citocromo C e o conteudo intramembrana da mitocondria (HAGUE, A.; PARASKEVA,
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C., 2004). Apos sua liberacdo, o citocrémo C forma complexos no citoplasma com a
adenosine trifosfato (ATP), uma molécula de energia, e a Apaf-1, que é uma enzima. Em
seguida, o complexo ird ativar a caspase 9, que € uma proteina iniciadora. A caspase 9
ativada trabalha junto com citocromo C, ATP e a Apaf-1 para formar um apoptossomo,
que por sua vez, ativa a caspase 3, que € a proteina efetora que inicia a degradacdo. Além
da liberacdo do citocromo C, o conteudo intramembrana liberado também contém fator
indutor de apoptose (AIF) para faciltar a fragmentacdo do DNA e proteinas Smac/Diablo,

que inibem o inibidor da apoptose (IAP) (HAGUE, A.; PARASKEVA, C., 2004).

A familia de proteinas Bcl2 compreende membros anti-apoptoticos: Bcl-2, Bcl-xI e

Mcl-1 e membros pré-apoptoticos como Bad, Bid, Bax e Bak (ABBAS et al., 2000).

As proteinas pré-apoptdticas estdo localizadas no citosol e agem como sensores de
dano e desgaste celular. Apdés ativagdo elas se relocam na superficie da mitocondria, onde
as proteinas anti-apoptdticas estdo localizadas. A ativacdo de Bax e Bad e o bloqueio das
proteinas anti-apoptéticas sdo passos fundamentais na via mitocondrial de apoptose. Bad
regula positivamente a funcdo de apoptose formando heterodimeros com Bcl-xI e Bcl-2,
revertendo suas atividades repressoras de morte. Bak pode ser sequestrada por Bcl-xI e
Mcl-1. Quando ha um excesso de proteinas pro-apoptéticas a célula torna-se mais sensivel

a apoptose (ABBAS et al., 2000)

As micobactérias interferem com a apoptose das células do hospedeiro modificando
a expressao das proteinas Bcl-2. Cepas virulentas de M.bovis tém sido demonstradas como
capazes de reprimir a apoptose por regular positivamente Bcl-2 e Mcl-1 e desativar Bad e
Bax. Previamente foi demonstrado que M.leprae induzia apoptose em monocitos por meio

da ativacdo dos genes Bax e Bak, porém a inibicdo da apoptose também pode servir como
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um mecanismo de evasdo do M.leprae do sistema inato. Em estudo conduzido com células
de leucemia monocitica aguda linhagem THP-1, que € um modelo experimental para
estudo de micobactérias, para avaliagdo comparativa entre o fendmeno de apoptose
induzido por cepas virulentas de M.leprae e de M bovis, pode se observar que o M.leprae
induz uma regulacdo decrescente na expressdao dos genes pro-apoptéticos Bad e Bak,
combinado com uma reduzida capacidade de induzir a producdo de TNF-o e uma
regulacao crescente de Mcl-1, resultando na inibicdo da apoptose em monaocitos THP-1 in

vitro (HASAN et al., 2006).

Por outro lado, ja estd documentado que ha freqiiéncia mais elevada de apoptose em
células macrofagicas em pacientes com hanseniase, em especial nos pacientes
paucibacilares (WALSH et al., 2004) e que esse fenémeno tende a se intensificar durante
0s estados reacionais (AJITH et al., 2007), com freqiéncia mais significativa em
macrofagos, linfécitos T CD8+, linfécitos T CD19+ do que em linfécitos T CD4+ (NIAG
et al., 1999) sugerindo que a apoptose seria um mecanismo de eliminacdo de células
infectadas. Existe escassa literatura descrevendo como a populacdo de linfocitos se
comporta no tecido durante o ENH, no que se refere a sua susceptibilidade ou resisténcia a
ocorréncia de apoptose influenciada ou ndo por variagbes quantitativas nas citocinas

teciduais.

Apesar de utilizadas durante a reacdo tipo Il e da conhecida acdo de prednisona,
azatioprina e talidomida como imunossupressores ou imunomoduladores, em especial
sobre a populacédo de celulas T, a correlagéo entre os eventos de melhora clinica ou de falta
de éxito apds o tratamento com tais drogas e as modificacdes no infiltrado linfocitario
tecidual do ENH ndo foram ainda bem estabelecidas (TRAMONTANA et al., 1995;

SHANNON, SANDOVAL, 1996; ASEFFA.; DIETRICH; SHANNON, 1997).
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A apoptose de linfocitos T teciduais bem como a persisténcia in situ de linfdcitos de
memoria auxiliares ou supressores pode ser fator decisivo para regressdo ou
prolongamento de atividade inflamatoria em varios tipos de doencas imunomediadas

(TIEDE et al., 2003).

A azatioprina é um analogo das purinas e seu mecanismo de acao preciso ainda nédo é
completamente esclarecido. Sua acdo imunosssupressora & notdria, principalmente em
linfécitos T ativados (TIEDE et al., 2003), ja sendo relatados resultados favoraveis com
sua utilizacdo no ENH (MAHAJAN et al., 2003). Desta maneira a realizacdo de um estudo
imunohistolégico de populacbes de células inflamatorias presentes em tecido de pacientes
com hanseniase em ENH, antes e apds o tratamento com azatioprina, tem grande
importancia, pois pode trazer informacfes novas sobre o impacto desta medicacdo na

reacao tipo Il.
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3-0OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO GERAL

Descrever os resultados clinicos e aspectos imuno Histoquimicos relacionados a apoptose
em lesdes de pacientes com hanseniase com estado reacional tipo ENH, antes e apds
utilizacdo tratamento medicamentoso com azatioprina para controle de eritema nodoso

hansénico.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Documentar e comparar a ocorréncia e a variabilidade na frequéncia do fenémeno de
apoptose em células inflamatérias de tecidos de pacientes hansénicos com ENH, antes
e apoés tratamento farmacoldgico com azatioprina.

v' Correlacionar alteracdes nas populaces de células inflamatdrias, em especial a
ocorréncia de apoptose, com o resultado clinico obtido no controle do ENH,

associando-os a terapéutica utilizada.
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4 - METODOLOGIA

4.1 - POPULACAO ALVO

Pacientes com diagndstico de hanseniase que apresentem quadro reacional do tipo
eritema nodoso hansénico severo, segundo os critérios da WHO e que ndo apresentarem

resposta eficaz ao tratamento preconizado para este tipo de reacéo.

4.2 - TIPO DE ESTUDO

Ensaio clinico, aberto, tipo self control, quase experimental, antes e apds tratamento
de ENH com azatioprina estabelecendo correlacdo imonuhistoquimica de material coletado

da pele dos pacientes envolvidos com sua respectiva evolucao clinica.

4.3 - POPULACAO DE ESTUDO

Pacientes apresentando ENH grave, oriundos das Unidades de Basicas de Saulde,

atendidos no ambulatério do Nucleo de Medicina Tropical (NMT) - UFPA.

4.4 - AMBIENTE DE PESQUISA

O estudo foi desenvolvido no Ambulatério e Laboratérios do Nucleo de Medicina
Tropical da Universidade Federal do Pard, onde existe atendimento ambulatorial de rotina

em dermatologia tropical, com énfase no estudo de Hansenologia.

4.5 - PROCEDIMENTOS CLINICOS E LABORATORIAIS

Os pacientes foram submetidos a avaliacéo clinica e laboratorial conforme descrito:
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Histdéria da doenca atual e pregressdao foram registradas em prontuario, em ficha
protocolo (apéndice I1). Foi realizado exame fisico e dermato-neurolégico por ocasido do
diagnostico do ENH e freqléncia registrada na ficha protocolo nas dias 0, 30, 60 e 90 apés
a inclusdo do paciente na pesquisa. Foram descritos sexo, idade, forma clinica da
hanseniase, evolucdo do ENH, grau de incapacidade, a forma clinica segundo Ridley
Jopling e co-morbidades relevantes. Foram realizadas biopsias de pele e histopatologia
utilizando coloracdo HE e anticorpo para marcacdo de caspase 3 por ocasido do

diagnostico da reacgdo tipo Il e apds 4 semanas do uso da medicacéo.

As medicacdes utilizadas foram: azatioprina em doses de 1 a 3 mg/kg; prednisona
0,5 a 2 mg/kg e talidomida 100 a 400mg/dia. A azatioprina foi utilizada por periodo de 60
dias. Prednisona e talidomida foram utilizadas por ocasido do uso da azatioprina e
mantidas enquanto persistiram os quadros reacionais. As medicacGes foram utilizadas por

via oral conforme respectivas orientacdes.

As biodpsias de pele foram colhidas, apds anestesia com lidocaina 2%, no local das
lesbes selecionadas com punch N° 3 e emblocadas em parafina. O material foi submetido
ao estudo morfolégico com a coloracdo HE e ensaio de apoptose com caspase 3. As
sec¢Oes histologicas de Sum foram obtidas por microtomia e montadas em laminas
previamente sinalizadas sendo coradas pelo método de hematoxilina-eosina e histoquimica
para bacilos alcool-acido resistentes (BAAR). Apds coloragdo, os cortes foram
desidratados em material com concentragdes crescentes de alcool e xilol, sendo
posteriormente montadas em meio apropriado (entellan — MERCK). Ap6s montagem, 0S
cortes foram analisados em microscopia de luz sendo classificados de acordo com o

aspecto histopatoldgico das lesoes.
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Utilizou-se do método imuno-histolégico de Estrepavidina-biotina peroxidase
(SABC, do inglés Streptavidin- Biotin Peroxidase) (HSU et al., 1981) com anticorpos
monoclonais anti- caspase 3 ( marcador de apoptose). O blogueio de peroxidase enddgena
foi feito em camara escura com trés incubacfes em agua oxigenada 3% por 10 minutos
cada e em seguida os preparados serdo novamente lavados em &gua corrente e agua

destilada por 5 minutos cada, sendo colocados posteriormente em tampao PBS pH 7,4.

A exposicao antigena, quando necessaria, foi realizada por incubacdo em panela a
vapor (Steam Cuisine 700 Hi Speed- T-FAL) com tampéo Target Retrieval Solution 10x
concentrado (Dako- cdd. S1699) durante 20 minutos apds o aguecimento do tampédo a
temperatura de 85°C a 90°C ou ainda por digestdo enzimatica utilizando-se solucdo de
tripsina 0,25%( Sigma Chemical Co., St. Louis, MO/USA- c6d. T8253). Os preparados
foram novamente lavados em agua corrente, agua destilada e tampdo PBS pH 7,4 por
média 5 minutos cada. Também foi realizado bloqueio de proteinas inespecificas do tecido
com incubacéo em solucado de leite desnatado (Molico, Nestlé) a 10% durante 30 minutos a
temperatura ambiente. A etapa seguinte foi a incubacdo dos preparados com o0s anticorpos
primarios, diluidos em solucdo 1% de albumina bovina fracdo V (Serva c6d. 11930)
acrescida de azida sodica 0,1% em PBS pH 7,4, “overnight” a 4°C. Ap0s duas lavagens
com tampdo PBS pH 7,4 por cinco minutos cada, foi feita a incubacdo com 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 os anticorpos primarios produzidos em cabra. Os preparados foram
novamente lavados em tampéao 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 tampao PBS pH
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7,4, a reacdo foi revelada com solugdo cromogena de diaminobenzidina (3, 3°-
diaminobenzidine) 0,03% acrescida de 1,2 ml de 4gua oxigenada 3%. A intensidade de cor
foi controlada ao microscépio Optico através dos controles positivos que acompanharam
cada reacdo. 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.

Na tentativa de uniformizar a contagem de células em apoptose, a quantificacdo dos
eventos positivos foi feita pela contagem de nimero de células marcadas pela caspase 3 em
5 campos de grande aumento aleatorios na area de pele que recebeu marcacdo com
anticorpo. Uma vez determinada a quantidade de células presentes, foi relatado o nimero

total de células obtidas nestes cinco campos.

Para documentacdo obtencdo de fotomicrografias foi utilizado um sistema CARL
ZEISS composto de microscépio binocular e um sistema automaético de fotografia,

Photomicroscope 111, com filme negativo Kodak ASA 100.

4.6 - CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos casos de hanseniase que apresentaram estado reacional do tipo
eritema nodoso hansénico severo e que apresentaram insucesso ao tratamento

corticosteroide especifico sugerida pela WHO.

Define-se como caso de hanseniase em estado reacional do tipo eritema nodoso
hansénico severo: paciente com diagnostico clinico e laboratorial confirmado de

hanseniase que apresentem: numerosos nodulos de ENH associados a febre; nodulos de
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ENH associados a neurite; nédulos de ENH ulcerados ou pustulosos; lesdes recorrentes de

ENH; envolvimento de outros 6rgdos como olhos, testiculos, linfonodos e articulacdes.

Insucesso na terapia preconizada pela Organizacdo Mundial de Saude, WHO, foi
definida por: auséncia de melhora clinica com uso da terapia corticosterdide
adequadamente empregada por no minimo 2 semanas, necessidade de uso de doses acima
de 1mg/kg/dia de prednisona, reaparecimento de sinais e sintomas de ENH durante o
periodo de reducéo da corticoterapia e necessidade de uso de corticoterapia por mais de 12

Semanas.

Além desses, foram inclusos também pacientes com quadro de ENH severo, que se
mantém sintomaticos apesar do uso de drogas alternativas sabidamente eficazes no
tratamento deste tipo de estado reacional, como talidomida e clofazimina. A falta de
resposta clinica a estas medicacdes foi definida como: auséncia de melhora clinica com uso
da terapia com talidomida estando estas adequadamente prescritas para idade e peso do
paciente e empregada por no minimo 2 semanas, necessidade de uso de prednisona em
doses acima de 1mg/kg/dia de prednisona, reaparecimento de sinais e sintomas de ENH
durante o periodo de reducdo da corticoterapia ou da droga alternativa e necessidade de uso

de corticoterapia ou da terapia alternativa vigente por mais de 12 semanas.

4.7-CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes que ndo se enguadraram na populacdo alvo do estudo, que nédo
apresentaram quadro de ENH severo e que optaram por ndo serem incluidos na pesquisa.
Pacientes que apresentaram as seguintes contra-indicagdes: Infeccdo ativa, quadro atual ou
pregresso de tuberculose, quadro atual ou prévio de malignidades em especial

linfoproliferagdes, insuficiéncia cardiaca, gravidez, amamentacdo, imunodeficiéncia
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adquirida ou congénita, quadros sugestivo de neurite Optica, anafilaxia ou “rash” cutaneo

grave em virtude de uso de farmacos.

4.8 - ASPECTOS ETICOS, RISCOS E BENEFICIOS DO ESTUDO

Os riscos esperados estdo relacionados a evolugdo prépria do quadro reacional
hansénico e a efeitos adversos da droga descritos em outros ensaios clinicos utilizando este

mesmo medicamento em outras doencas imunomediadas.

Deve-se salientar que a indicacdo do uso desta medicagdo por pacientes elegiveis foi
rigorosamente restrita a auséncia de contra-indicagdes e quando evidéncias clinicas
sugeriram que o beneficio que a medicacdo trouxe na melhora do estado geral do paciente

superou 0s possiveis efeitos adversos ja descritos com a medicacao.

Os seguintes sinais e sintomas tem sido descritos como efeitos adversos relacionados
ao da azatioprina: Depressao da medula éssea, toxicidade hepética, diarreia, vomitos, dores

articulares.

A programagdo para oS pacientes que aceitaram serem inclusos incluiu avaliagdes
clinicas e laboratoriais antes, durante e apds o fim dos tratamentos propostos, sendo que
nenhuma técnica ou modalidade propedéutica nova ou laboratorial experimental, nao
aprovada ou ndo estabelecida por meio de testes prévios, que pudessem gerar dano,
constrangimento ou prejuizo fisico, material, moral ou emocional aos pacientes foi
utilizada. A medicacdo em estudo foi administrada em regime ambulatorial sob supervisdo

de equipe médica.

Os pacientes obteram o beneficio de assisténcia multiprofissional e o fornecimento

da poliquimioterapia para tratamento da hanseniase e das reagcdes hansénicas.
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O estudo trouxe o beneficio de poder contribuir para com a comunidade cientifica

com informacdes novas sobre o assunto estudado.

Este estudo constituiu-se de um sub-projeto do projeto denominado “Avaliagao in
situ da resposta imunoldgica celular, expressdo de citocinas e marcadores de lesdo neural
em pacientes hansenianos nas diversas formas clinicas e em quadros reacionais”, que foi
submetido de ética em pesquisa em seres humanos do Nucleo de Medicina Tropical em

conformidade com a resolucdo 196 do CONEP.



5-RESULTADOS

Achados epidemioldgicos e clinicos: dos 07 pacientes incluidos no estudo,
42,8% eram do género masculino. A faixa etaria predominante no momento da
ocorréncia da reacdo tipo Il foi de 21 a 60 anos nos pacientes do género masculino
(100%) e em maiores de 50 anos nos pacientes do género feminino (50%). Com relacao
ao tipo de reacdo desenvolvida entre os pacientes ENH, houve uma predominancia de
reacdo do tipo reentrante tanto nos pacientes pertencentes ao género masculino, com
66,7% dos casos, quanto nos pacientes pertencentes ao género feminino, com 42,9%
dos casos. A forma clinica predominante entre os pacientes com reacdao Tipo Il foi a
MHBV nos pacientes do género masculino (100%), enquanto que nos pacientes do
género feminino houve uma predominancia das formas MHV e MHBV com 42,9%

cada. (Tabela 1).
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Tabela 1: Distribuicdo dos casos de acordo com sexo, idade, forma clinica e tipo de reacédo

Caracteristicas Masculino Feminino Total
Faixa etaria (anos) N % N % N %
<21 0 0 1 25 1 14,3
21-60 3 100 1 25 4 57,1
> 60 0 0 2 50 2 28,6
Total 3 100 4 100 7 100
Tipo de reacéo
Reentrante 2 66,7 1 25 3 42,9
Intermitente 0 0,0 2 50 2 28,6
Continua 1 33,3 1 25 2 28,6
Total 3 100 4 100 7 100
Forma clinica
MHV 0 0 3 75 3 42,9
MHDV 3 100 0 0 3 42,9
MHDD 0 0 1 25 1 14,3
Total 3 100 4 100 7 100

FONTE: Nucleo de Medicina Tropical

GRAFICO I: Correlacionado a freqiiéncia de episodios reacionais a faixa etaria e
a0 Sexo.
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GRAFICO II: Correlacionado a freqiiéncia de episodios reacionais ao tipo
de episddio reacional e ao sexo.
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FONTE: Nucleo de Medicina Tropical

GRAFICO IlI: Correlacionado a frequiéncia de episodios reacionais a
forma clinica da hanseniase e ao sexo.
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Tabela 2: Distribuicdo dos casos, correlacionando tratamento clinico em uso para ENH
com 0 novo tratamento instituido avaliando sua evolucdo clinica, antes; ap6s 30 e 60
dias de tratamento com azatioprina.

Paciente Tratamento Tratamento Antes do Apés 30 Apés 60 dias
em uso instituido tratamento dias de de tratamento
tratamento
1 Dapsona Azatioprina  Evoluia com graves Apresentava Observou-se o
100mg; 200mg; episodios melhora controle clinico
reacionais de ENH  clinica dareacdo e
reentrantes por 6 importante melhora clinica
meses, que com persistente do
necessitaram reducéo paciente, que
internacao guase se manteve
hospitalar e ndo completa mesmo apoés a
apresentavam dos suspensao do
resolucao com sintomas tratamento com
talidomida sistémicos azatioprina.
associada a
prednisona.
Paciente
apresentava
também quadro de
osteoporose
associada ao uso
prolongado de
corticoesteroides
2 Prednisona  Azatioprina  Possuia histérico Paciente Persistiu
40 mg 150mg; de ENH ha 2 anos, apresentava assintomaatico
evoluia com quadro grande nas avaliacdes
reacional melhora apos 60 e 90
importante apesar  clinica com dias do inicio
do uso de desaparecim do tratamento
prednisona ento dos
40mg.Paciente sintomas
recusava utilizar sistémicos e
talidomida em do quadro
virtude de sedacdo cutaneo
excessiva e
episédio de
taquiarritmia
3 Talidomida  Azatioprina  Apresentava Evoluiu com  Necessitou
300mg; 150mg; guadro de ENH que grande suspender uso
Prednisona reducéo das necessitava melhora da azatioprina
15mg; drogas internacao geral, eda
anteriores  hospitalar mantendo prednisona em
apareciment virtude de
0 de poucos hemorragia
nédulos digestiva por
cuténeos de  bulboduodenite
maneira

esporadica




48

4

5

6

Prednisona
30mg;
Talidomida
100mg;

Talidomida
200mg;
Prednisona
40mg;

Talidomida
100mg;
Prednisona
20mg.

Azatioprina
150mg;
reducéo das
drogas
anteriores

Azatioprina
100mg;
reducéo das
drogas
anteriores

Azatioprina
150mg;
suspensao
talidomida/
reducgéo
prednisona.

Apresentava
epsodios reacionais
desde maio de
2006, necessitando
de doses variaveis
de talidomida e
prednisona. Quadro
reacional se
manifestava
sempre com
importantes
sintomas
sistémicos e
recidivava com a
tentativa de retirada
da prednisona
Necessitou
internacao
hospitalar em
virtude de reagéo
com graves
sintomas
sistémicos e
guadro cutaneo
exuberante.
Manteve quadro
reacional durante
todo tratamento
com
poliquimioterapia,
necessitando
utilizar talidomida
em doses entre 100
a 400mg dia e
prednisona entre
10 a 40 mg,
mantendo reagao
apesar do
tratamento

Evoluia com
episédios graves
de ENH por 4 anos,
inclusive
necessitando de
internacéo
hospitalar.Quadro
reacional
reaparecia com
sintomas
sistémicos e
manifestacdo
dermatolégica
extensa sempre
gue se tentava
diminuir dose de
prednisona para
menos de 40 mg ou
de talidomida para
menos que 200mg .

Paciente
apresentava
evidente
melhora
clinica, que
persistiu
mesmo com
a diminuicao
da
prednisona
para 5mg

Evoluiu com
melhora
importante
dos
sintomas
sistémicos e
apareciment
0 de poucos
nodulos
cutaneos

Apresentou
regressao
do quadro
de ENH e
sem
sintomas
sistémicos.

Diminuigc&o da
dose de
azatioprina de
100mg para 50
mg em virtude
de intoleréncia
gastrica
resultou em
piora clinica.

Persistiu com
aparecimento
de alguns
nédulos, tendo
sido
reintroduzido
tratamento com
talidomida
200mg dia

Evoluiu em
bom estado e
com queixa de
poucos
nddulos
cutaneos.Pacie
nte conseguiu
manter controle
da reacdo com
talidomidal00
mg e
prednisona 20
mg apoés
suspensao da
azatioprina.
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7 Amitriptilina  Azatioprina  Evoluia com Observou-se Azatioprina foi
12,5mg; 50mg; guadros reacionais  grande piora suspensa
Talidomida  Talidomida graves por 3 anos, do estado
100mg; 100mg; apesar do uso de geral com
Prednisona  Prednisona  prednisona e surgimento
20mg. 20mg. talidomida.Paciente de neurite
fez uso de 50 mg de ulnares e
de azatioprina quadro
cutaneo
extenso,
sendo
necessario
aumentar
dose da
prdnisona
para 40mg e
introduzir
talidomida
200mg_]

FONTE: Nucleo de Medicina Tropical

O fendmeno de apoptose ocorre no ENH e pdde ser documentado utilizando a
imunomarcacao com caspase 3 em 100% dos casos, sendo que em 57,14% foi realizado
antes do tratamento com azatioprina e em 71,42% ap6s 30 dias de utilizacdo de
azatioprina. A melhora no estado clinico dos pacientes foi observada em 85,70% dos
pacientes apds 30 dias de tratamento com azatioprina. A medicacdo precisou ser
suspensa em 14,28% dos casos antes de 30 dias de tratamento em virtude de piora
clinica.

Na avaliacdo apOs 60 dias de tratamento 33,33% dos pacientes apresentaram
remissdo completa do ENH; 33,33% dos pacientes apresentaram significativo controle
do ENH mesmo apds a suspensdo da azatioprina; 16,67% dos pacientes precisaram
suspender o tratamento para ENH em virtude de hemorragia digestiva e 16,67% dos
pacientes apresentaram piora clinica do ENH em virtude de reducdo da dose de

azatioprina.

Tabela 3: Distribuicdo dos casos correlacionando o numero de células marcadas com
caspase 3 em tecido antes e apds 30 dias de uso de azatioprina, com a evolugéo clinica
e presenca de apoptose.
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N° de células
marcadas com

. Apés 30 dias Evolucéo clinica relacionado
Paciente caspase 3em X
. tratamento a apoptose em 30 dias
tecido antes do
tratamento

1 1 0 Melhora

2 0 2 Melhora

3 1 3 Melhora

4 0 1 Melhora

5 1 5 Melhora

6 5 0 Melhora

7 0 1 Piora

FONTE: Nucleo de Medicina Tropical

Por meio da estatistica descritiva, 0 nimero minimo de células marcadas com
caspase 3 em tecidos antes do tratamento com azatioprina encontrado foi zero e o
maximo foi de cinco células, perfazendo uma amplitude total de cinco células. Quanto
as medidas de tendéncia central, obteve-se como média de 1,14 células marcadas com
caspase 3 e mediana de uma célula. O desvio padrdo encontrado foi de 1,7728 e o erro
padrdo foi 0,6701. J& a contagem minima de células ap6s o tratamento com a
azatioprina foi zero e o maximo de cinco células, perfazendo uma amplitude de 5
células. Quanto as medidas de tendéncia central, obteve-se como média de 1,71 células
marcadas com caspase 3 e mediana de uma célula. O desvio padrdo encontrado foi de

1,7995 e o erro padréo foi 0,6801 (Figura x).

FIGURA I111: Fotomicrografia de pele humana. Auséncia de células inflamatorias em
apoptose. Coloracao com caspase 3.Aumento 20 X.
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FONTE: Nucleo de Medicina Tropical

FIGURA VI: Fotomcrografia de pele humana. Presenca célula inflamatéria em
apoptose com marcacdo em castanho em campo superior esquerdo. Coloragdo com
caspase 3. Aumento 40 x.
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FONTE: Nucleo de Medicina Tropical

FIGURA V: Fotomcirografia de pele humana.Célula inflamatorias em apoptose.
Coloragdo com caspase 3. Aumento 100 x.

FONTE: Nucleo de Medicina Tropical

FIGURA VI: Variacdo no numero de células em apoptose marcadas com
caspase 3 antes e depois de 30 dias de tratamento com azatioprina.
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N&o houve diferenca estatisticamente significativa (teste ANOVA, p > 0,05)

entre a contagem de células marcadas com caspase 3 antes do tratamento e 30 dias apds

o0 tratamento com azatioprina.

Graéfico 1V: Numero de células em apoptose marcadas com caspase 3 antes e
depois de 30 dias de tratamento com azatioprina
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ANOVA: duas amostras pareadas

li

B intes do Tto B apds 30d Tt

FONTE: Nucleo de Medicina Tropical

Tabela 4: Andlise histopatoldgica das lesdes antes e depois da terapéutica com

azatioprina
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Paciente
Antes

Histopatolégico

Depois

Derme com infiltrado de
linfomononucleares e
1 histidcitos formando esbogos
de granulomas com
moderados neutrofilos
associados.

Pele apresentando leve
infiltrado de linfécitos com
2 raros neutréfilos que se
arruma ao redor de vasos com
congestao.

Pele com derme onde se
observa infiltrado inflamatério
de linfécitos, plasmécitos e
moderados neutroéfilos
associado a edema,
congestao. O infiltrado se
arruma ao redor de nervos e
anexos.

Pele com derme onde se
observa infiltrado inflamatério
de linfécitos, plasmécitos e
moderados neutr6filos
4 associado a edema,
congestao. O infiltrado se
arruma ao redor de nervos e
anexos.

Pele com derme onde se nota
presenca de granulomas
duros extendendo-se na

derme superficial e média e
5 associada a moderado
infiltrado de
linfomononucleares com
neutréfilos associados.

Pele com presenca de
infiltrado linfohistiocitario com
6 moderados neutréfilos que se
arruma ao redor de anexos.

Pele com presenca de
infiltrado linfohistiocitario com
7 moderados neutrdfilos que se
arruma ao redor de anexos.

Presenca de infiltrado de linfécitos e
plasmdcitos na derme, que se arruma ao redor
de vasos e anexos.

Minima infiltrac&o linfocitaria que se estende
na derme superficial e média.

Pele com derme onde se observa edema e
infiltrado inflamatério de linfocitos e
plasmécitos com intensidade leve e

extendendo-se naderme superficial e média.

Pele com derme onde se observa edema e
infiltrado inflamatério de linfocitos e
plasmacitos com intensidade leve e

extendendo-se na derme superficial e média.

Pele com derme onde se observa presenca de
infiltrado de linfdcitos, plasmdécitos e raros
neutrofilos que se extende na derme
superficial e média.

Pele mostrando leve edema dérmico
associado a infiltrado linfomononucleares que
se arruma ao redor de anexos e vasos.

Pele mostrando leve edema dérmico
associado a infiltrado linfomononucleares que
se arruma ao redor de anexos e vasos.

FONTE: Nucleo de Medicina Tropical
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6 — DISCUSSAO

O Eritema Nodoso Hansénico (ENH) é uma complicacdo aguda da hanseniase que
gera morbidade, internacdo hospitalar e incapacidade para o paciente. Seu mecanismo
de aparecimento ndo é completamente claro, sendo o aumento do TNF-a grandemente
implicado na sua patogénese (SAMPAIO et al, 1991; SARNO et al., 1991,
SCHOLARD, 2006).

Embora a prednisona, clofazimina e talidomida sejam drogas documentadamente
eficazes no controle do ENH, nem sempre estas conseguem resultados satisfatérios ou
isentos de efeitos indesejados (HERNANDEZ, 2001) logo, o longo periodo até que se
consiga o controle da reacdo € considerado um ponto negativo.

A talidomida tem se mostrado uma droga de grande utilidade no controle ENH,
sua acdo tem sido atribuida ao fato de conseguir diminuir os niveis de TNF-a, embora
esta ndo seja a Unica alteracdo imnuologica isolada que provoque a reacao tipo Il. O uso
da talidomida ainda divide a opinido dos especialistas em virtude dos seus efeitos
teratogénicos, ndo sendo amplamente disponivel na maioria dos paises do mundo
(CRAWFORD, 2004; CRAWFORD, 2006).

Existem poucos relatos pontuais na literatura mundial descrevendo a eficacia da
azatioprina no ENH (VERMA et al., 2006; ATHEREYA, 2007), sendo que ndo ha
estudos brasileiros sobre o tema.

A apoptose de células inflamatdrias em doengas imunomediadas tem sido alvo de
varios estudos, pois had evidencias de que o fendbmeno é alterado nas doencas
autoimunes e que a utilizacdo de medicagdes que possam induzir apoptose de monaocitos
e linfocitos, resulta em controle da enfermidade (TEM HOVE et al., 2006). No caso da

hanseniase, o fendmeno da apoptose de células inflamatorias tem sido objeto de estudos
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recentes, com publicacdo de dados discordantes (CREE et al., 1987; ROJAS et al.,
1999; HERNANDEZ, 2003; HASAN et al., 2006). Ha relato do fenbmeno de apoptose
ocorrendo de forma expressiva em vérias formas de hanseniase, em especial de forma
multibacilares e também relato da supresséo de apoptose pelo M.leprae (HASAN et al.,
2006). Nao foram observados na literatura dados sobre a correlagdo entre a eficacia na
utilizacdo de azatioprina no ENH e o fenbmeno de apoptose como ja descrito em outras
doencas autoimunes. (CREE et al., 1987; ROJAS et al., 1999; HERNANDEZ, 2003).

Os sete casos selecionados para utilizar azatioprina eram considerados graves ou
refratérios a terapia padrdo, conforme critérios da OMS. Em virtude da complexidade
do histérico clinico de ENH dos pacientes selecionados, optou-se por manter a
medicacd0 jA em uso e acrescentar a azatioprina como terapia coadjuvante. Os
resultados clinicos foram positivos em relacdo a melhora clinica do quadro de ENH.

O estudo com marcacdo de células inflamatdrias por caspase 3 evidenciou que o
fendmeno de apoptose ocorreu antes e ap0s o tratamento da reacdo com azatioprina.
N&o foi possivel observar de maneira significativa variagdo no nimero de células
inflamato6rias maracadas com caspase 3 neste estudo e nem uma correlacéo nitida entre
a melhora clinica e o aumento ou diminuicdo do numero de células inflamatdrias
marcadas em pele com ENH coletada apds o trigésimo dia de tratamento. A
comparabilidade desses dados com os disponiveis na literatura é complexa em virtude
da diferenca dos métodos utilizados para identificar células em apoptose (CREE et al.,
1985; WALSH et al., 2004; AJITH et al., 2005). Quanto a descricdo dos dados
referentes ao tratamento dos pacientes deste estudo, de dificil controle, pbde-se
evidenciar que a azatioprina é muito eficaz para o controle da reacdo se em dose igual
ou superior a 100mg/dia e quando esta terapia € combinada com Talidomida. Sua

eficacia neste estudo foi de 85,71% (6 pacientes), com resultados laboratoriais avaliados
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apos 30 dias de tratamento. Nos pacientes ndo foram observados efeitos colaterais
graves diretamente relacionados ao uso da azatioprina que provocassem a suspensao da
droga. O caso 3 apresentou quadro de hemorragia digestiva associada a bulboduodenite
e teve 0 uso da medicacdo estudada suspenso. Entre os pacientes estudados, dois deles,
0 caso nimero 4 e o 7, apresentaram agudizacdao importante da reacdo, relacionada ao
uso de doses de azatioprina de 50 mg/dia.

O insucessso no tratamento do caso 4 pode ter ocorrido por ocasido da reducdo da
dose de azatioprina de 100 mg para 50 mg/dia e do caso 7 pode estar relacionado com
utilizagdo de subdose de azatioprina.

CREE et al., realizaram estudo descritivo de varios tipos de granulomas e
puderam observar a ocorréncia elevada tanto de mitoses quanto de apoptose em células
de granulomas de pacientes com hanseniase boderline tubercul6ide, boderline
lepromatosa e lepromatosa. O presente estudo notou a ocorréncia do fenbmeno de
maneira bem menos expressiva, tanto antes quanto apds a utilizacdo da azatioprina. A
comparabilidade dos dados com o estudo de CREE et al., ndo pode ser feita em virtude
das diferentes técnicas de marcacdo e contagem de células em apoptose que foram
utilizadas.

Por outro lado, Hasan e colaboladores demostraram que o M.leprae induziria um
“downregulation” dos genes “bad” e “bak ” associado a uma resposta reduzida ao TNF-
a resultando na inibicdo da apoptose em mondcitos.Tal mecanismo poderia estar
relacionado a disseminacgdo da doenca.

Neste estudo ndo se pode observar uma correlacdo numeérica clara entre a
quantidade de células inflamatorias em apoptose a gravidade do ENH e a melhora
clinica apos tratamento proposto com a azatioprina. Embora alguns estudos sugiram que

um dos mecanismos pelo qual a azatioprina pode exercer sua atividade supressora seja



59

através da apoptose de células do infiltrado inflamatorio, esta acdo da droga nédo foi
claramente documentada no presente estudo.

O fendmeno de apoptose ja foi descrito em pacientes com hanseniase em relacéo a
forma clinica apresentada segundo os critérios de Ridley-Jopling (CREE et al., 1987),
porém ndo hé relato da descri¢do do fendmeno antes e apds uma intervencgéo terapéutica
como em outros tipos de doenca imunomediadas com medicagdes imunossupressoras

ou imunomoduladoras (TEN HOVE et al., 2006).
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7- CONCLUSOES

O estudo clinico e imunopatolégico de pacientes com eritema nodoso hansénico
grave submetidos a tratamento com azatioprina para controle da reacdo, tendo como
foco a observacdo do fendmeno de apoptose na pele, permitiu as seguintes conclusdes
para o grupo estudado:

A azatioprina € droga imunossupresora eficaz no tratamento de casos de ENH de
dificil manejo. Esta pode induzir a remissdo do ENH, assim como favorecer a
diminuicdo da dose de corticoesterdides. Em doses insuficientes, menores que
100mg/dia, ndo tem beneficio pra o controle do ENH.

Ndo foram descritos efeitos colaterais graves que levassem a suspensdo da
azatioprina.

O achado histopatologico em pele corada com HE mais significativo foi o
desaparecimento do infiltrado neutrofilico ap6s o uso da azatioprina. Na avaliacdo com
HE a estrutura arquitetural de granuloma se manteve, bem como o infiltrado linfocitico,
mesmo apos a utilizacdo da azatioprina.

O fendmeno de apoptose ocorre no ENH e pdde ser documentado utilizando a
imunomarcacao com caspase 3 em todos 0s casos, antes e também apoés trinta dias de
tratamento com azatioprina. Ndo houve variacdo considerada significativa entre o
namero de células evidenciadas com caspase 3 antes e ap0s o tratamento com

azatioprina.

A melhora no estado clinico dos pacientes foi observada em seis dos sete
pacientes estudados apo6s 30 dias de tratamento com azatioprina. A medicagao precisou

ser suspensa em um paciente em virtude de piora clinica. Os resultados coneguidos apds
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60 dias de tratamento incluem remisdo completa do quadro de ENH e controle

significativo da reacdo em mais da metade dos casos estudados

N&o houve correlacdo considerada significativa entre o ndmero de ceélulas
evidenciadas com caspase 3 antes e ap0s o tratamento com azatioprina e a melhora

clinica apresentada pelos pacientes.
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Apéndice |
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: Apoptose de linfécitos T e evolucao clinica do ENH: ensaio com
azatioprina

Qual o objetivo principal da pesquisa?

Desenvolver estudo cientifico envolvendo pacientes com HANSENIASE EM REACAO TIPO I
GRAVE.

Como sera realizada a pesquisa?

Por meio de coleta de dados de prontuario médico de maneira sigilosa para tabulacdo
informatizada por meio do programa BIOSTAT e posterior analise de dados, avaliagdes clinicas e coleta
de material para exames laboratoriais.

Como os dados e 0 materiais biolégicos (pele ou sangue) dos pacientes serdo utilizados?
A pesquisa tem intere
Em nenhuma hipotese o material coletado sera divulgado abertamente, cedido, vendido ou disposto de
maneira que possa gerar dano, constrangimento ou prejuizo fisico, material, moral ou emocional aos
pacientes.
Os procedimentos diagndsticos e ou laboratoriais oferecem riscos?

Os procedimentos diagndsticos tem riscos minimos e estdo relacionados a exames que
pacientes fora da pesquisa realizam de forma rotineira(coleta de exames de sangue e ou bidpsia de pele).

Os pacientes serdo submetidos a avaliagdes com énfase no exame dermatoldgico e neuroldgico,
ndo sendo expostos a nenhuma técnica ou modalidade propedéutica nova ou laboratorial experimental,
ndo aprovada ou ndo estabelecida por meio de testes prévios, que possa gerar dano, constrangimento ou
prejuizo fisico, material, moral ou emocional aos pacientes.

Que beneficios esta pesquisa oferece?

Pacientes terdo beneficio de assisténcia médica multidisciplinar e o fornecimento da
poliquimioterapia para tratamento da hanseniase e das rea¢des hansénicas.

O estudo traz o beneficio também de poder contribuir para com a comunidade cientifica com
informacdes novas sobre o0 assunto estudado
Sou obrigado a participar da pesquisa?

A participacdo na pesquisa é opcional.O paciente tem total liberdade de optar por participar ou
ndo da pesquisa, sair da pesquisa a qualquer momento ou solicitar troca de médico assistente sem
qualquer tipo de dnus, constrangimento ou de prejuizo para o seguimento e tratamento do mesmo

PESQUISADOR R

CONSENTIMENTO

EU, DECLARO QUE LI CONJUNTAMENTE
COM O PESQUISADOR RESPONSAVEL PELA PESQUISA OS TERMOS DO CONSENTIMENTO
DESCRITO ACIMA E QUE ME SINTO PERFEITAMENTE ESCLARECIDO SOBRE O
CONTEUDO DA PESQUISA, ASSIM COMO DE SEUS BENEFICIOS E RISCOS.DECLARO QUE
DE MINHA LIVRE VONTADE ACEITO PARTICIPAR COOPERANDO COM AS INFORMACOES
E SOLICITACOES A MIM REALIZADAS.

ASSINATURA DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL E DATA
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
__ NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°169/2005-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: ESTUDO DA EFICACIA DE FARMACOS
IMUNOSSUPRESSORES NO MANEJO E

TRATAMENTO DE REACOES HANSENICAS
GRAVES.

Pesquisador Responsavel: Juarez Antonio Simées Quaresma.
Instituicdao / Unidade:NMT/UFPA.

Data de Entrada: 1°/12/2005.

Data do Parecer: 15/12/2005.

@™ o s W

PARECER

Considerando: - a urgéncia em iniciar o estudo referente a proposta em
tela; - que o protocolo apresentado, atende as exigéncias da resolugao 196/96/CNS/MS,

decidimos aprova-lo “ad referendum’ e , apresenta-lo a proxima reunido prevista para
15/12/2005.

Parecer: APROVADO

Belém, 10 de dezembro de 2005.

Prof® M? daCoficeicdo Nascx?n/gnto Pinheiro
Coordenadsra do CEP-NMT/UFPA.
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Apéndice I

PROJETO REACAO
HANSENICA/AZATIOPRINA

Identificacdo

Nome:

Idade: anos Sexo:

Ocupacéo:

Endereco: Telefone:

Procedéncia:

Historia da doenca

Data do diagndstico: / /

Forma clinica Inicial: Reclassificacdo:

BAAR: Tratamento:

Histopatologia:

Episodio reacional anterior? Quantos? Tipo:

( ) Tipol
() lesdes cutaneas ( ) neurite isolada ( ) lesBes cutaneas e nervosas
Descricao:




Laboratério

Dia 0: Data: / /

81

Hemograma: Hemacias: Htc: Hgb: Leucdcitos:
( ) Tipo Il
( )ENH isolado ( ) ENH e manifestacdes sistémicas
() Manifestag0es sistémicas isoladas ( ) eritema polimorfo
( ) reacdo de Lucio
Descricao:

Histopatoldgico da lesdo reacional:

Dia 15: / /

Hemograma: Hemaécias:
Leucdcitos:

TGO: Uréia;

TGP:

Dia 60: / /

Hemograma: Hemaécias:
Leucdcitos:

TGO: TGP:

Uréia:

Niveis séricos de TNF-cc:

Htc: Hgb:

Creatinina: VHS: PCR:
Htc: Hgb:

Creatinina: VHS: PCR:

Histopatoldgico da lesdo reacional:
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Evolucdo Clinica

1% Avaliagdo (15 dias):

2% Avaliacdo (30 dias):

3% Avaliacéo (60 dias):

4% Avaliacéo (90 dias):




