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RESUMO

A hanseniase € uma doenca infecto-contagiosa crénica que compromete os nervos, a pele
e outros tecidos. E dificil fazer o diagndstico da hanseniase neural pura (HNP). Este
trabalho objetivou estudar o valor diagnodstico da Reag&o em Cadeia da Polimerase (PCR)
e sua correlacdo com a histopatologia dos nervos na hanseniase neural pura (HNP). Foram
estudados 58 pacientes com suspeita diagndstica de HNP no Servico de Doencas
Neuromusculares do Hospital de Clinicas da UFPR, Curitiba, e do Centro de Saude Dona
Libania, unidade de referéncia em hanseniase no Estado do Ceara, Fortaleza. Todos os
casos foram submetidos a um protocolo pré-determinado constando de anamnese, exame
dermato-neurologico, rotina laboratorial simples, pesquisa baciloscopica, eletroneu-
romiografia, histopatologia e PCR de amostras de bidpsias de nervos selecionados. O
nervo biopsiado foi dividido em dois fragmentos: um para histopatologia e outro para PCR.
Da amostra para a PCR foi extraido o DNA e feito amplificacdo da sequéncia especifica-
repetida do DNA Mycobacterium leprae, conforme Woods e Cole (1989). Dos 58 pacientes,
41 (70,7%) eram do sexo masculino e 17 (29,3%) do feminino. A idade média dos
pacientes BT foi de 45,0 (+ 18,2) anos, variando de 15 a 77 anos, (mediana de 44,5). Nos
pacientes TT a idade média foi 36,2 (+ 9,2) anos, variando de 17 a 53 anos, (mediana de
35,0 anos). O tempo de doenca até o diagnostico foi de 2,3 (+ 2,2) anos, (mediana de 1,5
ano) na forma BT. Na forma TT foi de 2.0 (+ 2,9) anos, (mediana de 1,0 ano). Os doentes
puderam ser classificados de acordo com Ridley e Jopling (1966) em Borderline-
Tuberculbide (BT), 40 casos (69%) e Tuberculdide polar (TT), 18 casos (31%). Os
principais nervos comprometidos foram o ulnar (33,0%), o fibular comum (10,7%), o fibular
superficial (16,1%) e o sural (17,3%). Os padrées de neuropatia foram: sensitivo-motora
multipla, 36 casos (62,1%); sensitivo-multipla, 7 casos (12,0%); mononeuropatia sensitivo-
motora, 11 casos (19,0%) e mononeuropatia sensitiva, 4 (6,9%). O nervo sural foi biopsiado
em 38 pacientes (65,5%). O BAAR foi positivo nos nervos de 20 doentes, 34,5% do total
dos casos, sendo 50% dos BT e nenhum TT. A PCR foi positiva nas amostras dos nervos
de 29 (50%) do total dos doentes, sendo 27 pacientes (67,5%) na forma BT e 2 (11,0%) na
forma TT. A PCR é um método util no diagndstico da hanseniase neural pura. Sua
aplicacdo permite confirmar o diagndstico de hanseniase, mesmo nos casos de bidpsias

neurais BAAR negativas.

XI



ABSTRACT

Leprosy is a disease of nerves, skin and other tissues. Some times is
difficult to make the diagnosis of the pure neural leprosy (PNL). To improve the
diagnosis this study was done with the following objectives: 1. To study the diagnosis
importance of the polymerase chain reaction in PNL; 2. To verify the relationship
between the histolopathological changes in the nerve and PCR for DNA of M.leprae.
Fifty-eight patients with clinical suspicion of PNL were studied. They were patients
from the Service of Neuromuscular Diseases of the Clinical Hospital of UFPR and
Dona Libania Health Center (a reference unit for leprosy in the state of Ceara). All
cases were submitted to a pre-determined protocol including anamnesis, dermato-
neurological examination, laboratorial routine, bacilloscopia research,
electroneuromiography, histopatology and PCR of the selected nerves. The nerve
biopsy was divided in two fragments: one for PCR and another for histological study.
From the sample for PCR, DNA was extracted and the sequence of DNA M-leprae-
specifc was amplified according to Woods and Cole (1989). After it was visualized
with plates of agarose gel, was compared with positive and negative controls for
M.leprae with another non-leprosy neuropathy. From 58 patients, 41 (70.7%) were
males and 17 (29.3%) females. The age varied from 15 to 77 years (mean 45.0
years) in to BT forms and to TT forms the age varied 17 to 53 years (mean mean
36,2 years). The evolution of the disease ranged from 2.3 years (mean of 1.5 year) in
to BT cases and to TT cases was 2.0 years (mean 1.0 year). The patients were
classified according to Ridley and Jopling (1966) in to Borderline-Tuberculoid BT 40
cases (69%) and Tuberculoid polar TT 18 cases (31%). The main nerves involved
was ulnar (33.0%), common peroneal (10.7%), superficial peroneal (16.1%) and sural
(17.3%). The patterns of neuropathy: multiple motor-sensitive 36 cases (62.1%),
multiple sensitive 7 cases (12.0%), motor-sensitive mononeuritis 11 cases (19.0%),
sensitive mononeuritis 4 cases (6.9%). The sural nerve was biopsied in 38 cases
(65.1%). The Acid-fast-bacilli (AFB) was positive in the nerves of 20 cases (34.4%) of
BT in none of TT. The PCR was positive in the nerves of 29 patients (50%). Of these,
67,5% in to BT cases and 11,0% TT cases. The PCR is a useful diagnostic method in
pure neural leprosy and allow the confirmation of the diagnoses in AFB negative

nerves.
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1- INTRODUCAO

A hanseniase (Lepra, Doenca de Hansen ou Morféia) € uma doenca
infecto-contagiosa cronica causada pelo Mycobacterium leprae que compromete o

sistema nervoso periférico, a pele e outros tecidos [BROWNE, 1989%; BRYCESON &

PTALZZGRAFF, 1990].

Trata-se de uma doenga muito antiga. Os seus relatos perdem-se na pré-
histéria e documentos antigos da humanidade como os papiros egipcios, os livros
mosaicos e veédicos, a Avesta persa e as tradigbes fenicias ja a mencionavam. A
primeira referéncia escrita sobre a hanseniase data de 600 a.C na india, onde a
doenca era conhecida como “Kushta’, em sanscrito. A primeira descricio inequivoca
da doenca cabe a Aretaeus, 150 d.C., chamando-a de “Elefantiase”. Contudo, a sua

origem Africana ou Asiatica € discutida. [BROWNE, 1989b; LECHAT, 1999; MITCHELL, 1993; SKINSNES,

1970; SKINSNES & ELVOVE, 1970].

No Brasil, a doencga foi trazida pelos colonizadores europeus e escravos
africanos. Na populacéo indigena ndo se conhece caso registrado de hanseniase
antes da colonizag&o [CUNHA, 2002; LIMA, 1897].

A doencga incorporou 0 estigma da peste aterrorizando a humanidade,
como uma enfermidade incuravel. As deformidades fisicas causadas pela doenca
contribuiram para o estigma. Mesmo o0s avangos no tratamento foram incapazes de
evitar a segregacdo do paciente e eliminar o preconceito. A hanseniase hoje é
curavel em qualquer de suas formas, mas o doente continua excluso do convivio
social [BROWNE, 1989b; JOPLING & McDOUGALL, 1991; NOORDEEN, 1993; SKINSNES & ELVONE, 1970].

Atualmente, a hanseniase € classificada do ponto de vista clinico e
imuno-histopatolégico, segundo Ridley & Jopling, em dois grupos polares:

Tuberculdide (TT) e Lepromatoso (LL); e trés tipos intermediarios: Borderline-



Tuberculdide (BT), Borderline-Borderline (BB) e Borderline-Lepromatoso (BL). Nessa
classificagdo s&o incluidos somente os casos com lesdes de pele, associadas ou
nédo com lesdes de nervos [RIDLEY & JOPLING, 1966]. NOS doentes hansénicos, sem leséo
de pele (Hanseniase Neural Pura - HNP), o diagndstico ndo tem sido facil, mesmo
apos investigacao criteriosa. Considerando esse aspecto, os pesquisadores s&o
motivados a estudar a utilizacdo da biologia molecular, particularmente a reacao em

cadeia da polimerase (PCR), como método diagndstico da hanseniase neural pura

[WOODS & COLE, 1989; HARTSKEERL et al., 1989; SANTOS et al.,, 1993; HACKEL, 1990; JOB et al., 1997a; SHI et al., 2000;

GERRERO et al., 2002].



REVISAO DA LITERATURA



2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - EPIDEMIOLOGIA

A hanseniase continua sendo um problema de saude publica nos paises
em desenvolvimento. Estima-se, no mundo um numero de hansenianos em registro
ativo (Prevaléncia) de 1,25 caso por 10.000 habitantes (hab) (753.263 casos) com
uma taxa de deteccédo (Incidéncia) de 12,3 casos por 100.000 hab. (738.284 casos).
Nas Américas, o total € avaliado em 85.996 casos ( Prevaléncia = 1,0:10.000) e
44,786 casos (Incidéncia = 5,5:100.00) [ wHo, 2002].

No Brasil existem 77.676 casos da doenca em registro ativo e 41.070
casos novos diagnosticados anualmente. Isso representa coeficientes de
prevaléncia de 4,6 casos/10.000 hab. e incidéncia de 24,1:100.000 hab. Esses
numeros colocam o Brasil no segundo lugar, em escala mundial, € no primeiro lugar
em numero de doentes na América Latina. Ainda no ano de 2000 foram detectados
1.574 doentes (16,6/100.000 hab.) no Parana e 2.092 (29,0/100.00 hab.) no Ceara.
No Parana séo 2.612 casos (2,7/10.000 hab.) e no Ceara 3.342 casos (4,6/10.000
hab.) em registro ativo nas respectivas Secretarias de Saude. De acordo com os
coeficientes de deteccdo, a doenca € um problema grave e sério de saude publica
[BRASIL-SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DO CEARA, 2002; WHO, 2002].

Segundo os parametros para avaliagdo dos coeficientes de prevaléncias
as regibes s&o consideradas hiperendémicas quando houver mais de 20
casos/10.000 hab.; muito altos: 10 a 20 casos/10.000 hab.; altos: 5 a 10
casos/10.000 hab.; médios: 1 a 5 casos/10.000 hab.; baixos menos de 1

caso/10.000 hab. Para os coeficientes de detecgdo tém-se: hiperendémicos com 4



casos/100.000 hab.; muito altos: 2 a 4 casos/100.000 hab.; altos: 1 a 2
casos/100.000 hab., médios: 0.2 a 1 casos/100.000 hab., baixos: < 0.20

casos/100.000 hab. [LOMBARDI, 1990; LOMBARDI & SUAREZ, 1997; NOORDEEN et al., 1992; NOORDEEN,

1993; ORGANIZAGAO MUNDIAL DE SAUDE E ORGANIZAGAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 1998; WHO, 1998].

2.2 - TRANSMISSAO

O agente etiolégico da hanseniase € o Mycobacterum leprae ( Bacilo de
Hansen) descoberto por Gerhard Henrik Armauer Hansen, na Noruega em 1873. Ao
lado da Pseudomonas aeruginosa (B. pyocyaneus) e do Bacilus anthracis, faz parte

do grupo de bactérias patogénicas mais antigas conhecidas pelo homem [BRYCESON &

PFALTZGRAFF, 1990; JOPLING & McDOUGALL, 1991; VOGELSANG, 1978; COLSTON, 1993a].

Os conhecimentos atuais revelam que a hanseniase parece n&o ser
exclusiva da espécie humana, sendo encontrada em tatus, chimpanzés e outros
macacos, naturalmente infectados com M. leprae [coLsTON, 1993a].

O modo de transmiss&o da hanseniase parece incerto, mas acredita-se
que ocorra, principalmente, por meio de contato intimo e prolongado com os
doentes baciliferos, formas Lepromatosa e Borderline, ndo tratados. As principais
fontes de bactérias sdo as mucosas das vias aéreas superiores. A mucosa nasal €
um reservatério de bacilos em até 55% de pacientes baciliferos [cREE & SMITH, 1998;
NATIONS et al., 1998; EBENEZER et al., 1999; PATTYN al al,, 1993]. O M. leprae pode permanecer viavel
em escarros ressecados de doentes baciliferos durante até nove dias [LomMBARDI, 1990;
CREE & SMITH, 1998] Camundongos imunossuprimidos, quando expostos a aerosois com
bacilos, podem desenvolver a infecgcdo em taxas de 33% [NATIONS et al., 1998; COLSTON &
HILSON, 1976]. Sugere-se que a transmiss&o vertical (transplacentaria) tem ocorrido nos

raros casos diagnosticados em criangas com menos de um ano de vida e expostas



intra-Utero. Essa hipdtese tem por base a elevagdo dos niveis dos anticorpos IgA e
IgM em criangas com idade entre trés € 24 meses [MELSON et al., 1980; MELSON et al., 1982]. A
presenca de M. leprae no leite materno de mées baciliferas pode sugerir a via
gastrointestinal como porta de entrada em lactentes [PEDLEY, 1967, PALLEN & McDERMONT,

1986]. O papel de insetos como vetores de bacilos € discutivel [DEVASUNDARAM, 1993;

ABRAHM et al., 1998].

Acredita-se que a infec¢do subclinica seja comum em areas endémicas.
Estudos utilizando a PCR evidenciaram resultados positivos, indicando a presenca
do DNA do M. Jeprae na secrecdo nasal dos comunicantes domiciliares
assintomaticos. Esses achados s&o relatados também em grupos controle sem
evidéncia de contatos. [pE wiT et al, 1993]. Testes de sorologia com o acido glicofendlico-
1 (PGL-1) tém mostrado sua sensibilidade para detecgdo de infec¢céo subclinica na
hanseniase [BAUMGART el al., 1993; GUPTE, 1996; MILEP2 STUDY GROUP, 2000; PATTYN et al., 1993]. Um fato
importante é que mesmo convivendo durante muito tempo na mesma casa com o
doente néo tratado, a maioria das pessoas néo adoece. Cerca de 90% da populagéo
possui uma resisténcia natural ao Bacilo de Hansen e nunca vai contrair a doenca
[LOMBARDI & SUAREZ, 1997]. O percentual que atinge ambos os conjuges € de apenas 5%
INATIONS et al, 1998]. Nas criangas parece que o risco de contaminagdo € maior do que
nos adultos, contudo, sdo muitos os relatos de remissdo espontanea da doenga
nessa fase da vida. Soma-se a isso o fato de que nem todos os tipos de hanseniase
s&0 transmissiveis €, mesmo nos casos possiveis de contagio, o paciente deixa de
contaminar apds 15 dias de iniciado o tratamento. Quando ocorre a transmissao os
primeiros sintomas da hanseniase aparecerdo apds um periodo de incubagao

variavel de 3 a 5 anos [COLSTON, 1993a; JOPLING & McDOUGALL, 1991; LOMBARDI & SUAREZ, 1997;

SPIEGEL & BRADLEY, 1998; ABRAHM et al, 1998; BAUMGART et al., 1993].



2.3 - MICROBIOLOGIA

O Mycobacterium leprae € um bastonete reto ou ligeiramente encurvado,
de 1 a 8 micra de comprimento por 0,2 a 0,5 micra de largura. Cora-se em vermelho
pela Fucsina e n&o se descora pelo alcool e acidos, o que o caracteriza como “bacilo
alcool-acido resistente (BAAR)’. [BRYCESON & PFALTZGRAFF, 1990; COLSTON, 1993a. NOS
esfregacos de linfa e nos cortes histoldgicos, os bacilos podem ser bem
visualizados pela técnica de Ziehl-Nielsen e Fite-Faraco modificado, respectivamente
[JOPLING & McDOUGALL, 1991]. Nos tecidos infectados, os bacilos sdo vistos isolados ou
agrupados em arranjos denominados globias. As globias representam uma
caracteristica peculiar do M. leprae, nas quais as micobactérias estdo unidas por

uma substancia chamada gléia, que torna dificil a sua separagcd0 [BRENNAN,1986;

BRYCESON & PFALTZGRAFF, 1990; JOPLING & McDOUGALL, 1991; REES, 1989].

Na microscopia eletrbénica, o bacilo mostra uma estrutura comum ao
género Mycobacterium: capsula, parede celular, membrana e citoplasma [BRYCESON &
PFALTZGRAFF, 1990] (Figura 1A). A capsula é um material vesicular ou espumoso,
eletrotransparente, préprio do Mycobacterium leprae. Sua estrutura quimica €
formada por dois lipidios, com funcéo protetora, e um glicolipidio fendlico, composto
por um trissacarideo ligado por uma molécula fenol aos lipidios, que por sua vez se
ligam a outros bacilos. Esse trissacarideo € unico e antigenicamente especifico para
o M. leprae, sendo chamado glico-lipidio fendlico-1 (PGL-1) [BRYCESON & PFALTZGRAFF,

1990] (Figura 1B).



Mycobacterium leprae

Capsula
- PHTIOCERCL  Cogl— 0= 0 me
1 +—— Camada externa =

Camada interna

Membrana
MATUREZA ESPECIFICA

Figura 1- Representagdo esquematica do M. leprae (A) estrutura quimica do trissacaridio antigenicamente
especifico (B) (Brycesson & Pfaltzgraff, 1990 e Secki, 1985. Modificadas)

A parede celular é constituida por duas camadas: uma externa,
eletrotransparente, com polissacideos compostos de arabinogalactanos esterificados
e acidos micodlicos, a semelhanga de outras micobactérias; e outra interna de
peptideoglicanos: carboidratos ligados por peptidios cujas sequéncias de
amino&cidos s&o especifica do M. leprae, podendo ser utilizados no diagnodstico
antigénico. A membrana ¢ justaposta e aderida a parede celular. Trata-se de uma
membrana com funcdo de transporte molecular para fora e para dentro do
microorganismo. E composta de lipidios e proteinas. Estas s&o, na sua maior parte,
enzimas, podendo se constituir em bom alvo para a quimioterapia, e, também, em
antigenos protéicos de superficie. O citoplasma contém depdsitos granulares, acido
desoxiribonucléico (DNA) e ribossomos relacionados com a tradugdo e a

multiplicacdo do material genético [BRYCESON & PFALTZGRAFF, 1990; BRENNAN, 1986; COLSTON,
1993a; COLSTON, 1993b; DRAPPER, 1986; REES, 1989].

Os principais elementos quimicos do M. leprae, em torno de 20, s&o
antigenos de baixa poténcia possiveis de serem identificados no soro de pacientes
com hanseniase. Brennan, em 1981, descreveu o glicolipidio fendlico-1 (PGL-1)

mostrando sua especificidade ao M. leprae através de uma pequena parte da
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molécula chamada epitope. A antigenicidade do M. leprae € determinada pelos
antigenos carboidratos [BRENNAN, 1986; DRAPPER, 1986].

A identificagdo do M. leprae pode ser feita por meio de cultura em
modelos experimentais, observando-se as seguintes caracteristicas:

1- quando amostras infectadas s&o coradas pela fucsina, pré-tratado com
piridina, tem-se uma perda da acido-resisténcia [BRYCESON & PFALTZGRAFF, 1990];

2- identificacdo sérica do glicolipidio fendlico-1 (PGL-1) [BRENNAN, 1986;
BRENNAN, 1994];

3- reagdo em cadeia da polimerase (PCR) positiva para uma sequéncia
especifica do M. leprae em amostras contendo DNA extraido da pele, nerve e outros

tecidos [COLE etal., 2000; COLSTON, 1993b; EIGLEIMER et al ., 2001; WHEELER, 2001; HACKEL, 1990; HASTSKEERL

et al., 1989].

Nos estudos em modelos experimentais, 0 animal mais utilizado é o
camundongo. A infecc&o foi inicialmente descrita por Charles Shepard (1960), e,
desde ent&o, usada com grande aplicagdo. Os ratos sdo inoculados na porgéo
subcutanea da pata, em geral com 5 a 10 mil bacilos. Ha um periodo médio de
incubacdo de dois meses, seguindo-se um crescimento logaritmico, no qual se
multiplicam de forma exponencial até o limite de 10° bacilos por pata inoculada por
um periodo de seis meses. A infeccdo é autolimitada e localizada. Infec¢cdes mais
graves sao vistas em ratos imunossuprimidos de células T, por exemplo, apos
timectomias, irradiagdes e atimia congeénita [REES, 1966; REES et al., 1967; REES, 1989; COLSTON &
HILSON, 1976; SHEPARD, 1960; SHEPARD, 1968; SHEPARD, 1971] .

O modelo experimental de pata de camundongo tem sido extensivamente
usado para controle e avaliagdo de campanhas contra o M. leprae, monitorizagéo de
infectividade de bidpsias de pacientes durante a terapia e controle de resisténcia aos

medicamentos [REES, 1989; SHEPARD, 1971]. Embora as informagdes obtidas sejam
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valiosas e fundamentais no sucesso da multidrogaterapia (MDT), necessita-se de
maior tempo para conclusdes mais consistentes [cOLSTON, 1993a; WATERS, 1993].

Os tatus (Dasypus novemcintus) sdo animais muito susceptiveis a
infeccéo pelo M. leprae tém sido utilizados na pesquisa da hanseniase. Nesses
animais superinfectados, os 6rgéos internos, com destaque para o figado e
pancreas, podem conter mais do que 10'° M. leprae por grama de tecido. Desses
organismos sao obtidos bacilos purificados usados nas pesquisas de fisiologia,
imunohistoquimica e biologia molecular [KIRCHHEIMER & STORRS, 1971].

Do ponto de vista da biologia molecular, maior disponibilidade de tecidos
de tatus infectados facilita melhor extracdo de acidos nucléicos do M. leprae com
preparacao de bibliotecas de DNA [CLARK-CURTISS et al., 1985].

Nos ultimos anos vém sendo desenvolvidas muitas técnicas moleculares
para detectar e identificar microorganismos. Tais técnicas podem ser utilizadas nos
casos em que a cultura seja inviavel, destacando-se a reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) usada para amplificar pequenas quantidades de DNA ou RNA

[BRENNAN, 1994, JOB et al., 1997a; KURABACHEW et al., 1998; SANTOS et al.,1993; SANTOS et al., 1995; SANTOS et al.,
1999; WICHITWECHKARN et al, 1995; De WIT et al ., 1991, De WIT et al., 1993; SPIEGEL & BRADLEY, 1998,
HARTSKEERL et al., 1989; PULST, 2000; RAFI et al., 1995, WHELER, 2001; EIGLEMEIR et al., 2001; GILLIS & WILLIAMS,

1991; GILLIS, 1998].

2.4 - IMUNOPATOGENESE

A hanseniase pode ser considerada um modelo para o estudo da
imunologia. Na relagcdo germe-hospedeiro, a doenga manifesta-se num espectro de
polaridade da resisténcia imunoldgica. A forma tuberculdide (HTT) ocorre nos
pacientes com alta resisténcia, levando a formac¢ao de um granuloma bem definido,

pequeno numero de lesdes auséncia ou presenca escassa de bacilos. A forma
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Lepromatosa (HL) surge nos individuos com baixa resisténcia, tendo uma resposta
imuno-celular deficiente, lesbes para multiplos 6rgaos, disseminacdo bacilar em
grandes proporcdes, atingindo muitas vezes 10'° bacilos/grama de tecido [azuLay, 1997;
BRITTON, 1993; CHOUDHURI, 1995].

No intermezzo desse espectro polar estdo as formas instaveis,
borderlines (HB), com variabilidade clinica e imunolégica. A hanseniase borderline
(HB) pode se aproximar da forma tuberculdide, hanseniase borderline-tuberculdide
(HBT); ou da forma lepromatosa, hanseniase borderline-lepromatosa (HBL); ou, no
meio do espectro, hanseniase borderline-borderline (HBB). Essa doutrina da
polaridade imunologica, proposta por Rabelo em 1937, tem resistido ao tempo,
sendo reforcada pelos novos conhecimentos imunoldgicos [AzuLAY, 1997; FOSS, 1997;
GOULART et al., 2002; RABELLO, 1937; RABELLO, 1976; RIDLEY, 1974; GELBER & REA, 2000].

A imunidade pode ser celular e humoral. A base dessas respostas
imunologicas s&o os linfécitos dos tipos T e B. O primeiro relaciona-se com a
imunidade celular e 0 segundo com a humoral. Deve-se ressaltar que a interacéo
entre o macréfago e o linfécito T € fundamental na resisténcia a infecgdo hansénica.
Na HL ocorre uma incapacidade de os macréfagos destruirem o M. leprae,
resultando na formacdo de uma célula rica em bacilos e com degeneragdo
gordurosa intra-citoplasmatica (Célula de Virchow) [azuLAY, 1997, MODLIN & BLOOM, 1993].
Nao esta esclarecido, ainda, se o defeito € do macréfago ou do linfécito, insensivel
na ativacdo do macrofago para destruir o germe. Pesquisas recentes tém
demonstrado a ativacdo induzida artificialmente nessas células em doentes com
hanseniase lepromatosa [BIRDI & ANTIA, 1989]. Na HT ocorre uma intensa resposta celular
imuno-mediada, caracterizada pela formacdo de um granuloma bem definido.

Predominam linfécitos T e macréfagos com uma coroa linfocitaria densa como
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resultado da liberac&do de antigenos e destruicdo tecidual local [azuLAY, 1997; BIRDI & ANTIA,

1989; BRITTON, 1993, GELBER & REA, 2000; COLSTON, 1993a; FOSS, 1997, LOCKWOOD & BRICESSON, 1998,

OTTENFHOFF, 1994; SPIERINGS et al., 2000; GELBER & REA, 2000].

Ha evidéncias de que os macréfagos dos doentes virchowianos possuem
uma deficiéncia especifica na lise dos bacilos quando comparados com o0s
macrofagos dos doentes com hanseniase tuberculdide e de individuos sadios.
Experimentos com culturas de macréfagos demonstram que componentes da
estrutura do M. leprae, destacando-se o PGL-1, deprimem a produc&o de TNF-a nas

células dos individuos sadios, suprimindo a imunidade celular [BIRDI & ANTIA, 1989; BRITTON,

1993; GELBER & REA, 2000; GOULART et al., 2002].

Além disto, o M. leprae, parece ter mecanismos para escapar da resposta
imunolégica do hospedeiro. O linfécito T dos pacientes virchowianos nao se
reproduz in vitro na presenga do M. leprae, mas pode responder nos casos em que
os bacilos sejam purificados de seus antigenos. Nakamura et al. (1997)
demonstraram que o M. leprae fagocitado parece inibir a produgéo de citocinas proé-
inflamatoérias dos macroéfagos, inclusive o fator alfa de necrose tumoral (TNF-o), IL-1
e IL-6. A quantidade de citocinas sera fundamental na direcdo das respostas [NATIONS
et al., 1998, MODLIN & BLOOM, 1993; ROACH et al., 2002; SPIERINGS et al., 2000].

A resposta imunologica ao M. leprae determina a evolugéo da infecgéo e,
também, a forma clinica da hanseniase [LockwooD & BRYCESSON, 1998; SIELING & MODLIN, 1994].
Os linfécitos T e macréfagos tém um papel importante na identificacéo e resposta
aos antigenos do M. /eprae. Esta reacdo é desencadeada quando os macrofagos
fagocitam o M. leprae, passando a produzir as citocinas (IL-1, TNF-a e IL-12) que
atuam sobre os linfécitos T, particularmente a populacédo CD4+, ativando-os para a
producdo de suas proprias citocinas, como a interleucina-2 (IL-2). Esta resposta

aumentada ocorre devido ao recrutamento e ativagao dos linfécitos T. Por sua vez, a
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IL-2 estimula a expansédo dos linfociticos CD8+ e antigenos n&o especificos das
células natural killer (NK) nas lesGes [BRITTON, 1993; SARNO & SAMPAIO, 1996; MODLIN, 1995].

Os macréfagos, os linfocitos CD4+ e as células NK produzem o
Interferon-gama (INF-Y), a principal citocina responsavel pelo mecanismo bactericida
dentro do macréfago parasitado. Em modelos murinos de infecgdo intracelular,
resposta imune resistente versus suscetivel, parece ser regulada por duas
subpopulagdes de células T subdivididas em Th1(Helper) e Th2 (Supressor), tendo
uma func¢do imuno-reguladora especificamente mediada pelas citocinas. O balango
entre os dois modelos determina a forma da doencga e sua patogénese [GOULART et al.,
2002; SIELING & MODLIN, 1994. Em suma, no centro de um granuloma tuberculdide as
células Th1 produzem interleucina-2 (IL-2) e interferon-gama (IFN-y). A partir da
liberacdo dessas citocinas as células Th1 aumentam a imunidade celular, ativando
0s macréfagos e promovendo sua auto-ativagdo, estimulando o crescimento da
célula T-antigeno especifica, resultando na doenca menos agressiva ou curando
espontaneamente. Ao contrario, as células Th2 aumentam a resposta humoral e os
macrofagos contaminados presentes nas lesGes virchowiana e produzem as
interleucinas IL-4, IL-5 e IL-10, as quais inibem os macréfagos e a célula Th2 na
fungéo de promover a resposta imuno-mediada, formando-se as Células de Virchow
IWEIR, 2000]. A IL-4 estimula a producéo de IgE associada a IL-10, estimula os linfocitos
B e inibe a ativagdo dos macrdofagos com consequente infecgdo progressiva e

formas mais graves da doenca (Figura 2).



15

Padrao de resposta imunologica na hanseniase

Resposta Tipol Resposta Tipo 2
Cel. T - helper Cel. T - supressora
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Figura 2: Na forma TT, no padrao de reposta tipo 1, a IL-2 é um fator de crescimento autécrino para células T helper que faz a
ativagdo do macréfago mediada pelo IFN-y (imunidade mediada por célula). No padrédo de resposta tipo 2, na forma LL, IL-4 é
um fator de crescimento para células T supressoras, estimulando a diferenciagédo de células B para produgéo de anticorpos
(imunidade humoral). Na presenca de IL-4, uma subclasse de célula TCD4+ (Th3) séo ativadas para a produgéo de TGF-,
potente fator supressor de macréfago. Citocinas de macréfagos séo cruciais em cada padréo: no tipo 1, IL-12 € um poderoso
estimulo para células T helper; no tipo 2, IL-10 suprime o préprio macréfago. Citocinas produzidas em um tipo de resposta
podem mutuamente se inibir de um modo multifacetado, simplificado aqui por duas grandes setas (Goulart, 1995. Adaptado de
Modlin & Bloom 1993. Reproduzido com permiséo).

Nao se conhece como os linfécitos T (Th1 e Th2) diferem entre si e quais
os fatores que induzem as suas modificacbes. Acredita-se que a heranga genética
responsavel pelas moléculas dos antigenos de apresentacdo do Complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) determine a resposta imunoldgica a ser
seguida apds a fagocitose do bacilo no interior do macréfago [suzuki et al., 1993; YAMAMURA
etal, 1992] (Figura 3).

Fatores genéticos tém relacdo com a doenga como elemento pré-
disponente. O HLA-DR-3 tem sido associado a forma tuberculdide da doenca e o
HLA-DQ1 com a virchowiana. Uma relagdo da prevaléncia da forma clinica da

hanseniase foi demonstrada em gémeos homozigoticos, mas ndo em dizigdticos

[BEIGUELMAN, 2002; CURTISS Ill et al., 2000] .
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Mecanismos bactericidas do macréfago em resposta ao M. leprae

célula
epitelioide

NO

outros célula gigante
IL-3, GM - CSF

granuloma
TNF

Figura 3: Macréfago @ ativada na forma clinica Tuberculéide produz IL-12, que estimula a sub-populagdo Th1 a produzir
grande quantidade de IFN-v, principal ativador de radicais microbicidas (derivados do oxigénio e do nitrogénio) no macréfago.
Esse macréfago ativado secreta de forma autécrina TNF-a que é o mantenedor do granuloma (Goulart, 1995. Adaptado de
Britton, 1993. Reproduzido com permissao).

Na HT, ocorre uma resposta competente imuno-mediada. Na HL, os
pacientes sao imuno-incompetentes para essa resposta. A avaliacdo funcional dos
linfécitos T pode ser feita com os testes de transformacdo linfocitaria (LTT) que
mostram que os pacientes hansenianos respondem ao M. leprae integro e aos seus
antigenos clonados de 18 Kda e 65 Kda isolados do bacilo [Lockwoob & BRYCESSON,
1998].

Na HL, os pacientes sdo incompetentes para a resposta celular imuno-
mediada em decorréncia de defeitos inespecificos dos linfécitos e macréfagos. Nos
LTT ocorre uma resposta ineficaz ao M. leprae integro ou aos seus antigenos
clonados [ suzuKi etal., 1993].

A disfuncdo dos linfécitos T e macréfagos pode ser decorrente de uma
anergia clonal ou supressao ativa [NATIONS et al, 1998; MODLIN & BLOOM, 1993]. Defeitos na
producdo de citocinas tém sido demonstrados nos pacientes com HL. Estudos de
cultura de células T nao responsivas a HL demonstraram reversdo da incompeténcia
celular. Injecbes intralesionais de IL-2 obtiveram resposta imune localizada com

eliminacdo do M. leprae pelos macréfagos mobpLin & BLoom, 1993]. Os defeitos nos
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macrofagos em HL podem ser destacados em relacdo a apresentacdo e
identificacdo do antigeno; na produgdo da IL-1; na falha na incapacidade do
macréfago destruir o M. leprae e na supressao do macrofago pelas células T [SINHA et
al., 1992].

A imunidade celular, expressa na resisténcia a infeccéo pelo M. leprae,
tem como método basico na sua avaliacdo o teste de Mitsuda. Apesar dos
progressos nas pesquisas, o teste de Mitsuda constitui-se em instrumento valioso na
avaliacdo imunoldgica da doenca [Foss, 1997; BECHELLI et al, 1980]. ESte teste consiste na
inoculagao intradérmica de suspensao contendo trés antigenos bacilares: o integral
(bacilos e tecidos de hansenoma), o bacilar (exclusivamente bacilos) e o protéico
(fragcdo protéica bacilar), extraidos de humanos ou tatus. Apds a inoculagao, a leitura
deve ser realizada em 28 dias, podendo ocorrer um tubérculo com ou sem necrose:
reacdo positiva e, na auséncia dessa resposta, reagcdo negativa [BECHELLI et al., 1980;
FOSS, 1997; HARBOE, 1989; KROTOSKI et al, 1993; MITSUDA, 1953; TOMIMORI- YAMASHITA et al., 1996]. 0]
resultado pode ser lido e expresso em padréo sugerido pela OMS wHo, 1982;: 0 ou
negativo = auséncia de reacido; 1 a 3 mm = duvidoso € 4 mm ou mais = positivo. A
histopatologia dessa lesdo-resposta € a presenga de um granuloma. Pode ser obtida
uma resposta precoce ou fendbmeno de Fernandez, caracterizado por uma infiltracéo
e eritema depois de 48 a 72 horas, e, do ponto de vista histopatoldgico, tém-se
achados inflamatérios com polimorfonucleares, linfocitos T e, ocasionalmente,
degeneracao fibrindide kroToskI, 1993]. Também pode ocorrer na hanseniase de Lucio
e Latapi, apds seis horas da aplicacdo, uma area inflamatéria necrotizante

conhecida por reacdo de Medina [AzULAY, 1997; BECHELLI et al., 1980; FOSS, 1997, HARBOE, 1989;

KROTOSKI et al., 1993; MEYERS & MARTY, 1991; MITSUDA, 1953; MODLIN et al., 1983; TOMIMORI- YAMASHITA et al,,

1996].
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A imunidade humoral depende do linfocito B e esta relacionada com uma
hipergamaglobulinemia do tipo IgG e IgE, aumento de linfécitos B no sangue
periférico e anticorpos especificos, predominantemente IgM, contra o glicolipidio-
fendlico (PGL-1). Estes anticorpos n&o oferecem protecdo significativa, numa
relacdo inversa entre as respostas humoral e celular [acis et al., 1988; BRASIL et al., 1998]. A
sua importancia reside no fato de serem anticorpos especificos, sendo utilizados
para métodos diagndsticos, visto que na imunodifusdo e imunofluorescéncia na HL
ha niveis elevados de anticorpos, enquanto na HB os niveis de anticorpos sdo mais
baixos. Nos pacientes HL e HBL observa-se aumento da resposta humoral com
titulos elevados de anticorpos especificos anti-PGL-1, decorrentes das altas
concentragbes de antigenos PGL-1 no sangue periférico, refletindo alta carga
bacilar. A determinagdo sérica e tecidual desses anticorpos € feita por meio de
reacdo imunoenzimatica do tipo Elisa [KLATSER et al, 1996]. O anti-PGL-1 pode ser util no
monitoramento da resposta terapéutica, como marcador de recidiva da doenga, na
medida que se pode estabelecer uma correlacdo entre indice baciloscopico, niveis
de anti-PGL-1 e carga bacilar. Nos doentes com HT e HBT esses anticorpos podem

estar nos niveis da normalidade ou ligeiramente elevados [aAzuLAY, 1997; BRASIL et al., 1998;

CHO et al,, 1993; CHOUDHURI, 1995; GOULART et al., 2002; FOSS, 1997; KLATSER et al., 1996, ROCHE et al., 1991].

Na compreensdo da resposta imunoldgica deve ser considerada a
susceptibilidade a doenca, o fluxo bacilar (medido pelo indice baciloscopico) e a
preenca ou auséncia de resposta imune (Mitsuda positivo ou negativo
respectivamente). A reatividade imunoldgica (Mitsuda positivo) relaciona-se com a
auséncia ou presenca de poucos bacilos nas lesdes. Nas formas borderline ocorre
um equilibrio entre essas duas condi¢des [BRITTON, 1993; TOMIMORI- YAMASHITA et al., 1996].

Todavia, uma questdo que sempre levantou discussdes € a tentativa de

explicar o neurotropismo do bacilo. De principio, sabe-se que a bactéria tem duas
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caracteristicas préprias: invadir e se reproduzir no interior das células de Schwann,
além de produzir o acido glico-fendlico 1, presente na capsula que envolve o bacilo
[OTTENHOFF, 1994].

Nao ha duvidas de que a hanseniase € uma infec¢do preferencial pelo
nervo periférico [STORNER, 1979; JOB, 1989; NEGESSE et al, 1993; RIDLEY et al, 1987].
Histologicamente, os bacilos sdo vistos na célula de Schwann mielinizada, nos
vacuolos intracelulares € nos macréfagos migrantes do sangue para o espago
perineural [CHIMELLI et al,1997]. Na patogénese da infeccdo neural ocorre uma
desmielinizacado e remielinizac&o crdnicas. Desse fato, tem-se uma calcificacdo com
perda da fungdo neural, produzindo uma neuropatia periférica ndo traumatica
[CHIMELLI et al., 1997; FREEDMAN et al., 1999; STORNER, 1979].

Apesar da célula de Schwann ser conhecida como alvo do Mycobacterium
leprae, a base molecular desse tropismo somente foi esclarecida recentemente.
Rambukkana e cols. publicaram dois trabalhos que esclarecem o mecanismo
molecular da afinidade seletiva do M. leprae pela célula de Schwann. Esses estudos
identificaram uma glicoproteina que se liga por opsonizacdo a superficie do M.
leprae, a qual, por sua vez, se liga a um receptor da superficie da célula de

Schwann, desse modo promovendo a penetracdo do bacilo no interior da célula

[RAMBUKKANA et al., 1997, RAMBUKKANA et al., 1998].

A unidade célula de Schwann/axénio esta protegida por uma lamina basal
que contém moléculas matrizes extracelulares do tipo lamininas, colageno tipo IV,
proteoglicans e outras. As lamininas s&o glicoproteinas compostas de trés cadeias e,
apesar de ter onze isoformas distintas, as principais s&o alfa-2, beta-1 e gama-2 que
s80 encontradas na lamina da célula de Schwann do nervo periférico [FREEDMAN et al.,
1999; SAITO et al, 19991 Na lamina basal da célula de Schwann no nervo periférico, a

forma predominante € a laminina-2 [MATSUMARA etal., 1997].
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No seu primeiro trabalho, Rambukkana e cols mostraram que o M. leprae
se liga especificamente a cadeia alfa-2 da laminina-2, localizada no terminal-C no
dominio G. Portanto, a célula de Schwann tem na sua superficie proteinas que
podem se ligar aos componentes da matriz extracelular da lamina basal. [RAMBUKKANA
et al, 1997. NO segundo trabalho, Rambukkana e cols. mostraram que o M. /eprae se
liga a area G da laminina-2, que, por sua vez, se liga a alfa-distroglican da superficie
da célula de Schwann. A alfa-distroglican, por sua vez, se liga a molécula beta-
distroglican da transmembrana. Ao penetrar no meio intracelular, a beta-distroglican
se liga a distrofina, uma proteina intracelular que se liga a actina. A partir da uni&o
dessas quatro proteinas (laminina-2, alfa- distroglican, beta-distroglican e distrofina)
se estabelece uma ponte entre 0 M. leprae e o citoesqueleto da célula de Schwann.
[RAMBUKKANA et al., 1998]. Portanto, dessa ligacdo na superficie da célula de Schwann foi
observada uma cascata de complexos alfa-distroglican/M. leprae, a qual leva a
penetracédo do bacilo no vacuolo citoplasmatico, estabelecendo a infec¢do hansénica
no nervo. O fato de a laminina-2 e de a alfa-distroglican estarem restritas ao nervo

periférico condiciona a presenca exclusiva do bacilo nessa parte do sistema nervoso

[BRENAN & VISSA, 2001; FREEDMAN et al.,, 1999; MARQUES et al., 2001; MATSUMARA et al., 1997, NG et al., 2000;
RAMBUKKANA et al., 1997 RAMBUKKANA et al., 1998, RAMBUKKANA, 2000a; RAMBUKKANA, 2000b; RAMBUKKANA,

2001; RAMBUKKANA et al., 2002; RIDLEY et al., 1987; SAITO et al., 1999; SAVE & SHETTY, 2001; SPIERINGS et al., 2000;

STORNER, 1979; SUNEETHA et al., 2001; WEINSTEIN e tal., 1999; YAMADA et al., 1996]. (Figura 4).

A hanseniase pode apresentar uma sequela persistente, independente do
sucesso do tratamento e da cura microbiolégica. Uma melhor compreensé&o do
mecanismo da infec¢do neural pelo M./leprae a luz da biologia molecular resulta em
novas pesquisas e avangos no tratamento, prevencéo e reabilitacdo da neuropatia

hansénica [DOCKRELL et al., 2000; FREEDMAN et al., 1999, GUERRERO et al., 2002; SPIERINGS et al., 2000;

WILSON, 1993].
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Figura 4 — Representagéo esquematica da infecgdo hansénica em nivel molecular

Na evolucdo da infeccdo hansénica podem ocorrer episddios agudos
reacionais ou fendmenos de hipersensibilidade que aparecem em 50% do total dos
pacientes [CHOUDHURI, 1995; NAAFS, 1994; SAUDERSON, 2000]. S80 classicamente conhecidas
quatro reagbes imunoldgicas de Gel e Coombs: anafilatica, citotoxica,
imunocomplexos e reagdo celular tardia. As duas ultimas ocorrem nos pacientes
com hanseniase e s&o, respectivamente, chamadas de eritema nodoso leprético
(ENL) ou reacéo tipo 2 e reacao reversa ou tipo 1. [Foss, 1997]. A reacdo reversa (Tipo
1) obedece a um mecanismo celular mediado pelos linfécitos T que aumentam por
causa dos antigenos bacilares, ocorrendo com maior freqUéncia nos doentes HT e
HBT [BRITTON, 1993; FOSS, 1997; GOULART et al., 2002]. Na histopatologia observa-se presenca de
granuloma com infiltrado inflamatdrio e um influxo de células CD4+ positivas. Ocorre
aumento do numero de receptores para interleucina-2 (IL-2) e a expressao do HLA-
DR em células do infiltrado e em queratinocitos da epiderme como indicativos da

producdo de interferon-gama (IFN-Y) e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

[SARNO & SAMPAIO, 1996; SARNO et al., 2000; ROACH et al., 2002].
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Sabe-se que o0 mMRNA e a expressao de citocinas IL-1B, TNF-«o, IL-2 e
IFN-Y encontra-se elevada nas lesdes, sugerindo um padrao tipico de Th1. No caso,
do padrdo Th2 as citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 estdo em niveis baixos. No estudo
imunohistoquimico a presenca de IFN-Y e TNF-o associadas a detec¢do da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) no citoplasma dos macréfagos, tém sido

reconhecidas como uma atividade macrofagica competente [BRITTON, 1993; GOULART et al.,

2002).

A Reacéo tipo 2 ou eritema nodoso leprético (ENL) ocorre nos pacientes
HL e HBL. E reconhecida como uma reagdo do tipo imuno-complexos, considerando
a presenca de imunoglobulinas e complementos nas leses e complexos imunes
circulantes. A ocorréncia desse tipo de reacdo é frequente em doentes antes,
durante ou apds o tratamento poliquimioterapico [NAAFs, 1994]. Trata-se de uma reacéo
inflamatoria sistémica que resulta em depodsitos de imuno-complexos,
comprometendo a pele, nervos, linfonodos, figado, baco, peritdnio, testiculos, olhos,
articulagdes, tenddes, musculos € 0SSOS [FOSS, 1997, NAAFS, 1994; SAUDERSON, 2000].
Também, ocorre febre, leucocitose, estimulacdo policlonal de anticorpos, niveis
baixos de complemento C3d e presenga de imuno-complexos nos tecidos
lepromatosos. Ha também evidéncias do aumento da atividade dos linfocitos T
durante os episddios de ENL. Nos episbidos agudos ha elevacdo dos niveis de

CD8+, aumento de IL-2 e TNF-o [BRITTON, 1993; CHOUDHURI, 1995; FOSS, 1997; GOULART et al., 2002;

NAAFS, 1994; RIDLEY & JOPLING, 1966; ROACH et al., 2002; SARNO & SAMPAIO, 1996, SARNO et al., 2000; SUZUKI et

al., 1993; WEIR, 2000; YAMAMURA et al., 1992].
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2.5 - CLASSIFICAGAO

O Tratado Médico Indiano (“Shusrata Samhita”), 600 a.C, esboga a mais
antiga classificacdo da hanseniase que se conhece. Tinha por base aspectos
clinicos:

A- Sem leséo de pele (Alteracdes sensitivas e deformidades)

B- Com leséo de pele (Sintomas sensitivos)

C-Com leséo de pele (Ulceragéo).

Estas trés formas podem ser relacionadas como neural pura e lesdes
cutaneas [DHARMENDRA , 1989; MITCHELL, 1993].

As inumeras classificacbes propostas basearam-se em aspectos
morfologicos das lesbes. Em 1937, Rabello, um dermatologista brasileiro,
estabeleceu o conceito das formas polares da hanseniase. com base nos dados
histopatoldgicos, A partir da hanseniase indeterminada, os pacientes sem tratamento
evoluiriam para a forma polar tuberculdide (HT) se tivessem boa resisténcia (Mitsuda
positivo) ou para a forma lepromatosatosa (HL) nos casos de auséncia de
resisténcia ao M. leprae (Mitsuda negativo) [RABELO, 1937; RABELLO, 1976].

No Congresso Internacional de Lepra, Madri (1953), foi encaminhada pela
Associacéo Indiana de Leprologistas, ao Comité de Técnicos em Classificagdo, a
proposta de incluir dois grupos na classficagdo da hanseniase: o “Maculo-
anestésico” e o “Polineuritico”. Apesar disso, ficaram definidos tipos, grupos e
variantes, conforme critérios clinicos e baciloscOpicOS [INTERNATIONAL CONGRESS OF
LEPROSY, 1953].

Tipo Lepromatoso (Macular, Difusa, Infiltrada, Nodular Neuritico puro)

Tipo Tuberculdide (Macular, Tuberculdide menor, Tuberculdide maior,Neuritico puro)
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Grupo Indeterminado (Macular, Neuritico puro)
Grupo Borderline (Infiltrado, Outros)

Definiu-se que apresentada como Tipo, a doenga teria aspectos clinicos e
bioldgicos definidos e estaveis; como Grupo ocorreria menos definicdo de
caracteristicas, menos estabilidade e evolucdo imprevisivel. Variedades
compreenderiam a subdivisdo de cada Tipo ou Grupo [DHARMENDRA, 1989].

A forma neuritica pura foi interpretada ndo como uma entidade clinica
definida, mas como uma variedade do Grupo Indeterminada e Tipo Lepromatoso. Na
época, para muitos pesquisadores, a existéncia dessa variedade parecia duvidosa
nessas formas. Também, n&o foi incluida no Grupo Borderline, no qual a “variedade
neural pura” era freqUentemente encontrada [DHARMENDRA, 1989).

Na verdade, a Classificacdo de Madri ndo distingue o comprometimento
neural secundario associado as lesées dermatologicas do primario, na auséncia
dessas. Na presenca de lesbes de pele n&o ha dificuldades, desde que a doenca &
classificada de acordo com essas lesdes e a presenca ou nao de bacilos. Isto ndo
ocorre nas lesdes neuriticas primarias. A partir desses aspectos, a Associacéo
Indiana de Leprologia propds a classificagdo da hanseniase nos seguintes grupos:
lepromatoso, tuberculdide, borderline-tuberculdide, borderline-lepromatoso,
indeterminado e polineuritico. Portanto, ndo se acrescentava muito a Classificagéo
de Madri, na qual os critérios de polaridade da doencga, propostos por Rabello, foram
aceitos. Nesta ultima acrescentou-se um novo grupo de pacientes, o qual se
denominou de “borderline”. Esse grupo também evoluiria a partir da forma
indeterminada, porém, apresentando aspectos clinicos caracteristicos das formas
polares HT ou HL. Tratava-se, portanto, de pacientes interpolares. Esse grupo de

doentes foi definido como clinicamente instaveis e com tendéncia a evoluir para as
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formas HL ou T, se ndo tratados [DHARMENDRA, 1989; INTERNATIONAL CONGRESS OF LEPROSY,
1953].

Ridley & Jopling, dois médicos ingleses, em 1966, propuseram uma
modificacdo da classificacdo de Madri, introduzindo o conceito da classificagéo
espectral da hanseniase, dividida em dois grupos polares: Tuberculdide (TT) e
Lepromatoso (LL), e trés tipos intermediarios: Borderline-Tuberculdide (BT),
Borderline-Borderline (BB) e Borderline-Lepromatoso (BL) [RIDLEY & JOPLING, 1966].

Na hanseniase tuberculdide, a doencga € limitada por uma resposta celular
imuno-mediada. As lesbes podem ser eritémato-hipocromicas, eritématosas,
eritémato-escamosas, com bordas elevadas ou microtubérculos. Por vezes, o centro
da lesdo esta aparentemente poupado, mostrando a evolugdo centrifuga do
processo. O comprometimento de anexos cuténeos pode levar a alopecia (queda
total ou parcial dos pélos) e anidrose nas lesdes maiores [RIDLEY & JOPLING, 1966; RIDLEY,
1974]. N&o raro, pode ser encontrada apenas alopécia sem alteragdes pigmentar da
pele. As placas variam de forma, tamanho e numero, mas a forma HT classica ndo
apresenta tendéncia a disseminacgao, podendo ocorrer cura espontanea [BRYCESON &
PFALTZGRFF, 1990]. Alteracdes sensitivas na auséncia de lesbes de pele, com ou sem
espessamento evidente de nervo, poderdo, as vezes, ser a unica manifestacéo
clinica - Forma Neural Pura [NoORDEEN, 1972; NATIONS et al., 1998]. N80 raramente, observa-
se a presenca de calosidades e Uulceras profundas localizadas em areas de
compressao 0ssea. As lesdes dermatoldgicas sdo raras nas regides mais quentes
do corpo, tais como virilhas e axilas. Nervos superficiais proximos as lesdes de pele
podem ser palpados [BRYCESON & PFALTZGRFF, 1990]. DO ponto de vista histopatologico,
encontram-se granulomas bem definidos com macrofagos e linfécitos T helper no

centro e uma coroa linfocitaria densa formada por linfécitos T supressores ou
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citotoxicos. Raros bacilos podem estar presentes [DHARMENDRA, 1989; FLEURY, 1989; RIDLEY,

1974; RIDLEY & JOPLING, 1966; RIDLEY & JOB, 1989].

Na hanseniase lepromatosa, o M. leprae multiplica-se intensamente com
disseminagdo hematogénica devido a auséncia de uma resposta celular imuno-
mediada. Anticorpos sao formados contra o bacilo, mas ndo impedem o crescimento
da infecgdo nos diversos tecidos. Os doentes apresentam infiltracdo difusa com
numerosas lesdes eritematosas, eritemato-acastanhadas, infiltradas, brilhantes, mal
definidas e de distribuicdo simétrica. Na face e regides malares, a infiltragao difusa e
a perda dos pélos superciliares (madarose) mostram um aspecto peculiar chamado
de “facies leonina” [BRYCESON & PFALTZGRFF, 1990]. Os nddulos e os tubérculos podem
surgir em todo o tegumento, as vezes de aspecto tumoral, semelhante a queldides: é
a hanseniase histidide, uma forma que alguns autores consideram potencialmente
resistente a sulfona opLING & McDoUGALL, 1991]. Essa forma da doenga tem um
comprometimento sistémico, com manifestagcdes viscerais importantes. Nao é
incomum o comprometimento dos olhos, testiculos, rins, destruicdo da cartilagem
nasal e perfuragdo do septo nasal, fibrose, nodulagdo e ulceracdo da laringe a
rouquidao e estridor respiratério. Nos doentes nao tratados de forma adequada pode

ocorrer amiloidose secundaria, insuficiéncia renal e infec¢des intercorrentes, e morte

[BRYCESON & PFALTZGRFF, 1990; DHARMENDRA, 1989; JOPLING & McDOUGALL, 1991; NATIONS et al., 1998; RIDLEY

& JOB, 1989].

A hanseniase borderline situa-se entre os dois pdlos da doenga. Os
pacientes borderline-tuberculdide (BT) tém lesdes maiores e em maior numero do
que os pacientes com hanseniase tuberculdide polar (TT). Nos casos com tendéncia
BB e BL, as lesbes sdo mais numerosas, assimétricas, menos definidas e com
bordos elevados. S&o eritematosas, eritemato-violaceas, ferruginosas, infiltradas,

edematosas, brilhantes, com contornos internos bem definidos, centro deprimido,
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aparentemente poupado, hipocrémico ou com colorag&o de pele normal. Seu carater
de instabilidade imunologica pode ocasionar variacbes nos diferentes tipos de
lesdes, dependendo da posicdo no espectro. As alteragbes sensitivas s&o0 menos

intensas nos casos de hanseniase borderline [BRYCESON & PFALTZGRFF, 1990; DHARMENDRA,

1989; JOPLING & McDOUGALL, 1991; RABELO, 1937; RIDLEY & JOPLING, 1966; RIDLEY & JOB, 1989].].

A hanseniase indeterminada (HI) ndo faz parte da Classificagéo de Ridley
e Jopling. E considerada uma forma transicional, com padr&o imunolégico ainda néo
definido. Em geral, as criancas sdo mais comprometidas por esta forma e
apresentando macula hipocrédmica unica com perda sensitiva [JoB et al, 1997b].
Histologicamente, pode ter poucos bacilos na pele ou nos nervos dérmicos, ou
apenas um infiltrado linfocitario inespecifico sem bacilos. Nesses casos pode ocorrer

remissdo espontanea ou evolugdo para as formas avangadas da doenga [DHARMENDRA,

1989; FLEURY, 1989; JOB et al., 1997c; NATIONS et al., 1998].

Esses grupos foram definidos com precisdo, considerando aspectos
clinicos, bacterioldgicos, histopatoldgicos e imunoldgicos. A definicdo de cada um foi
primariamente baseada no numero de bacilos por cortes histoldgicos. Os resultados
do tratamento foram avaliados pelo indice bacteriolégico (IB) correlacionado com a
classificagcdo proposta. Inumeros trabalhos tém confirmado a correlagdo entre os
varios achados imunolégicos e os cinco grupos de Ridley e Jopling [FLEURY 1989; RIDLEY,
1974; RIDLEY & JOPLING, 1966].

Nos estudos de Ridley & Joplin (1966), foram incluidos somente casos
com lesbes de pele, associados ou nhdo com lesdes de nervo. A forma neural pura
nao foi incluida dentro do espectro, assim como aquelas lesées do grupo
indeterminado da Classificagdo de Madri. A respeito dessas duas apresentagdes da
doenca, Ridley & Jopling referem que no caso da hanseniase neural pura o

espessamento de nervo aparece precocemente nos casos TT, mas pode ser visto
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em todos os casos a excecdo dos casos LL. Relata-se que nos TT se tem um ou
dois nervos comprometidos e varios nervos nos doentes BT ou BB. A presenca de
abscesso de nervo é indicativo de formas TT ou BT. O teste de Mitsuda e a bidpsia
de nervo podem ser valiosos nesses casos, apesar de essa avaliagdo nao ser facil
na maioria das vezes. Para esses autores, a histopatologia de nervos é
essencialmente a mesma da pele, inclusive pelo fato da necrose caseosa ocorrer
apenas nas formas TT e BT [RIDLEY & JOPLING, 1966].

Do ponto de vista operacional, com a implantacdo da multidrogaterapia
em 1982, a Organizagédo Mundial de Saude dividiu os pacientes de acordo com o IB
em paucibacilares (PB) com IB menor que 2+ da Escala de Ridley e multibacilar
(MB) com IB igual ou maior que 2+ [RIDLEY, 1974, wHO, 1982. Em 1998, a OMS
reconsiderou a sua classificagdo, retirando o IB e aplicando critérios exclusivamente
clinicos: PB com menos de seis lesbes € MB com seis ou mais lesdes
dermatoldgicas. Nessa classificacdo, os pacientes com doenga neural pura também
ndo estdo sdo incluidos (WHo, 1998; CROFT et al., 1998; TALHARI, 1996].

No Brasil, o Ministério da Saude a hanseniase nos seguintes termos
conforme a Portaria 817 de 26.07.2000:

- Paucibacilar : menos de 5 lesdes de pele e/ou um tronco nervoso.

- Multibacilar: 5 ou mais lesGes de pele e/ou mais de um tronco nervoso.
Nesse grupo s&o colocados todos os casos com baciloscopia positiva, qualquer que
seja 0 |B [BRASIL-MINISTERIO DA SAUDE, 2000].

Os pacientes de forma neural pura com um unico tronco nervoso
envolvido s&o considerados paucibacilares e com dois ou mais troncos

multibacilares [BRASIL-MINISTERIO DA SAUDE, 2000].
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Essa definicdo de caso PB ou MB € importante na medida que o0s casos
serdo incluidos nos regimes de 6 doses ou 12 doses mensais na multidrogaterapia

[BRASIL-MINISTERIO DA SAUDE - AREA TECNICA DE DERMATOLOGIA SANITARIA | 2001].

2.6 - DIAGNOSTICO

O diagnéstico de hanseniase € feito a partir do exame dermato-
neurologico, pesquisa de BAAR nas lesbGes de pele e investigacdo complementar,
quando necessario [LOCWOOD & BRYCESSON ,1998; BRYCESON & PFALTZGRAFF, 1990].

Trés sinais principais tém sido usados no diagnostico hanseniase [wHo,
1998; SAUDERSON & GROENEN, 2000].

A- lesbes de pele hipocrémicas ou eritematosas com perda sensitiva;

B- espessamento de nervo com alteracbes sensitivas em areas
correspondentes;

C- presenca de Mycobacterium leprae na pele.

Um ou mais desses trés sinais confirmam o diagnostico da doenca.

2.6.1 - Ahamnese

Deve-se inquirir o paciente sobre a sua historia clinica e epidemiologica.
Séo destacadas as lesbes de pele, as alteracdes sensitivas (hipoestesia, anestesia,
sensacgao de dores e desconforto, queimacgao e formigamento), as motoras (troficas,
dificuldades para deambular e preens&o) e os distlrbios visuais. E importante saber
o tempo de inicio e evolugdo dos sinais e sintomas apresentados, contatos

domiciliares ou eventuais com doentes hansénicos, e tratamento especifico anterior
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relacionado a doenga [BRYCESON & PFALTZGRAFF, 1990; BROWN, 1989a; CUNHA, 1985; FELICIANO et al.,

1998; TALHARI & NEVES, 1997].

2.6.2 - Exame dermato-neurolégico

Realizado, preferencialmente, com o paciente despido na presenca de luz
natural. Devem ser pesquisadas [BRASIL-MINISTERIO DA SAUDE - AREA TECNICA DE DERMATOLOGIA
SANITARIA , 2001; ECHEVARRIA & CERVERA, 2002]:
2.6.2.1 Pele, mucosas e anexos: Avaliacdo de toda a superficie corporal do
paciente com o intuito de identificar lesdes. As areas com maior frequéncia de
comprometimento s&o a face, as orelhas, as nadegas, os bracos, as pernas e as
costas, ndo esquecendo a mucosa nasal e a cavidade oral [BRASIL-MINISTERIO DA SAUDE —
AREA TECNICA DE DERMATOLOGIA SANITARIA , 2001]. NO caso da identificacdo de lesBes na pele
procede-se a pesquisa de sensibilidade.
2.6.2.2 - Sensibilidade: Lesbes de pele com alteragbes de sensibilidade por
comprometimento dos ramos sensitivos dérmicos sdo um indicador de hanseniase.
Podem ser encontradas diminuigdo (hipoestesia) ou auséncia de sensibilidade
(anestesia). Na fase inicial de uma lesdo hansénica pode ocorrer aumento da
sensibilidade (hiperestesia). Podem ser pesquisados ser estudados dois tipos de
sensibilidade, a superficial e a profunda. A pesquisa da sensibilidade superficial
(tactil, térmica e dolorosa) deve ser entendida como um recurso importante no
diagnéstico clinico da hanseniase [NAAFS & DAGNE, 1977; FACER et al, 2000. A sensibilidade
tactil pode ser testada utilizando-se o teste do algoddo ou monofilamentes de
Semmes-Weinstein, sendo este o preferid por possibilitar uma monitorizagao

quantitativa [BIRKE et al., 2000].
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Na sensibilidade profunda estuda-se a discriminagdo da distancia entre
dois pontos, utilizando um compasso com régua milimetrada aplicado a distancia
minima de 2mm, e maxima de 20. Os estimulos sdo aplicados simultaneamente em
diferentes areas no sentido distal-proximal, com uma leve pressao. Inicia-se com
uma distancia de 10 mm, aumentando ou diminuindo, conforme as respostas. O
paciente responde se sente um ou dois pontos.

O teste de sensibilidade deve ser feito também na cérnea, utilizando-se
um pedago de fio dental, para verificacdo da diminuicdo ou auséncia da
sensibilidade protetora da cérnea, causada pelo envolvimento do nervo trigémio. O
resultado € interpretado seguindo a Escala da American Society of Surgerys of the
Hand [OMER, 1981; CAMARGO & BACCARELLI, 1997; ECHEVARRIA & CERVERA, 2002; DICK & BRIEN, 1999; BROWN,
1989a; SAUDERSON & GROENEN, 2000; PREMKUMAR et al., 1998].
2.6.2.3 - Palpagdo de nervos: Consiste na verificagcdo do comprometimento de
nervos, visando prevenir lesdes neurais e incapacidades. Na palpag¢do do nervo é
importante verificar a presenca de dor espontanea, choque ou dor a palpacéo,
assimetria com nervo contralateral, espessamento nitido, consisténcia, abscesso
elou aderéncias no seu trajeto [BROWNE, 1989a; DHARMENDRA, 1980; BRYCESON & PFALTZGRAFF,
1990 Os nervos pesquisados com maior frequéncia sao: supra-orbitario, retro-
auricular, ulnar, mediano, radial motor, radial superficial, ulnar dorsal superficial,
fibular comum, fibular superficial, tibial posterior, sural e outros nervos como o ramo
cervical do nervo facial, os supra-claviculares, os cutédneo medial e lateral do

antebraco, ocuténeo lateral da coxa, safeno e nervos perilesionais dérmicos

[ECHEVARRIA & CERVERA, 2002; DASTUR et al., 1966; DASTUR et al., 1970; DHAR et al., 1993; RICHARD e CORRY,

1997; THEUVENET et al., 1993; CHACO et al.,, 1968; SAUDERSON & GROENEN, 2000].
2.6.2.4 - Forgca muscular: Tem por finalidade verificar se existe comprometimento

funcional, ou seja, diminuicdo (paresia) ou perda de for¢a (paralisia) dos musculos
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palpebrais, membros superiores (1° interdsseo, abdutores do 5° digito e curto do
polegar, lumbricoide e interésseos, extensores e flexores do punho), membros
inferiores (extensor préprio do halux, tibial anterior, abdutor do halux, gastrocnémio).
A forca muscular é classificada em normal (0 movimento realizado é mantido
mesmo com resisténcia), diminuida (0 movimento realizado n&o € mantido contra

aplicacdo de uma resisténcia) e auséncia (0 movimento ndo pode ser realizado)

[BACCARELLI ,1997; ECHEVARRIA & CERVERA, 2002; BRANDSMA., 2000].

2.6.2.5 - Avaliacao dos reflexos dsteo-tendinosos: Sdo testados os reflexos
bicipital, tricipital, estiloradial, patelares, flexor plantar, aquileo, patelares,

masseteriano e orbicular das palpebras [ECHEVARRIA & CERVERA, 2002].

2.6.2.6 - Avaliagcao dos reflexos cutdneos: cdrneo-palpebral e plantar [ECHEVARRIA &

CERVERA, 2002].

2.6.2.7 - Trofismo e mobilidade articular das maos e pés: Verificacdo da
existéncia de limitagbes na amplitude dos movimentos articulares. Podem ser
classificados em normal (mobilidade ampla com movimento ativo), movel
(mobilidade total ou parcial com movimento passivo - “‘garra moével’) e rigida
(auséncia ou discreta mobilidade com movimento passivo — “garra rigida”) [BRASIL-
MINISTERIO DA SAUDE — AREA TECNICA DE DERMATOLOGIA SANITARIA , 2001; BRANDSMA et al., 2001].

2.6.2.8 - Acuidade visual: A verificagdo do comprometimento visual € util para a
classificacdo do grau de incapacidade fisica do doente. O teste é feito utilizando o
Cartédo de Snellen fixado numa parede e o paciente colocado a uma distancia de 5 m
a 6 m, ficando as linhas 0,8 a 1,0 a altura dos seus olhos. Cada olho é avaliado
individualmente. Caso o paciente ndo consiga ler o optétipo maior (0,05 ou 0,1)
procede-se a contagem dos dedos. Nao conseguindo, verificar a percepgao que ele
tem dos movimentos dos dedos da méo. Finalmente, se necessario, utilizar um foco

luminoso. O paciente adulto devera ser encaminhado ao oftalmologista, caso a
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acuidade visual seja inferior a 0,6. Nos casos de criangas ou adolescentes, se
inferior a 0,8 [BRASIL-MINISTERIO DA SAUDE - AREA TECNICA DE DERMATOLOGIA SANITARIA , 2001].

Todos os dados do paciente devem ser anotados na ficha padréo do
Ministério da Saude (Apéndice 2).
2.6.3 - Investigacao complementar

Deve ser procedida quando necessaria, destacando-se:
2.6.3.1 — Pesquisa de BAAR na linfa do esfregaco dérmico: E um exame
laboratorial que pesquisa a presenga do Mycobacterium leprae nos pacientes com
suspeita de hanseniase em esfregacos contendo linfa de determinados locais do
corpo. A baciloscopia positiva ou negativa € um apoio para o0 diagnédstico e
classificagdo da hanseniase, também nos casos de suspeita de casos recidivantes
[WHO, 1998].
2.6.3.2 - Testes cutaneos:
2.6.3.2.1 - Reagao de Mitsuda: Descrito anteriormente, ndo tem valor diagnostico,
mas prognéstico [KROTOSKI et al., 1993; TOMIMORI-YAMASHITA et al., 1996].
2.6.3.2.2 - Teste da histamina: Utilizado como apoio diagndstico precoce da
hanseniase em casos onde a pesquisa de sensibilidade é dificil ou duvidosa. As:
criangas; adultos com algum tipo de deficiéncia mental em que seja dificil obter
informacgdes conclusivas; maculas hipocrémicas ou areas de pele com leve alteracéo
de sensibilidade. Os resultado do teste é melhor avaliado nos pacientes de pele
leucocrdmica. Nao raramente o teste da histamina pode contribuir para definir os
locais de coleta de material para baciloscopia e histopatologia. O teste de histamina
avalia a integridade das ramificagdes neurais dérmicas. Quando essas ramificacdes
estdo integras, a aplicacdo da histamina provoca uma dilatagdo dos capilares

sanguineos, caracterizando a triplice reacdo de Lewis: aparecimento do eritema
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primario, do eritema reflexo secundario e de uma papula. Caso exista les&o, a
exemplo da hanseniase, ndo se observa a segunda fase do teste, istao € ndo ocorre
o aparecimento do eritema reflexo secundario. Portanto, a prova incompleta de
histamina pode ser um indicador de hanseniase [TALHARI & NEVES, 1997].
2.6.3.3 - Bidpsia de pele: Sao realizadas nos casos que persistem indefinidos apds
a aplicada a investigacéo clinica e laboratorial de rotina.
2.6.3.4 - Classificagdo do grau de incapacidade fisica do doente: A partir da
avaliagdo neuroldgica, o doente é classificado em trés graus, segundo os critérios:
Grau 0: n&o s&o observadas incapacidades neural nos olhos, nas maos e nos pes;
Grau 1: ha incapacidade caracterizada pela diminuicdo ou perda de sensibilidade
nos olhos, nas maos e nos pes;
Grau 2: quando se registra incapacidade e deformidade nos olhos (lagoftalmo e/ou
ectropio, triquiase, opacidade corneana, acuidade visual menor que 0.1 ou 0 quando
0 paciente ndo conta os dedos a 6 m de distancia); alteracbes nas maos e nos pés
(lesGes tréficas e/ou traumaticas, garras, reabsor¢cdo 0ssea, “mao ou pe caidos” ou
contratura do tornozelo).

Essas informacdes podem refletir a precocidade ou ndo do diagndstico e
s80 um parametro de comparagdo do grau de incapacidade fisica do doente no

momento do diagnostico da doenca e da alta ambulatorial [BRASIL-MINISTERIO DA SAUDE -

AREA TECNICA DE DERMATOLOGIA SANITARIA , 2001; WHO, 1998; VAN BRANKEL, 2000].

2.7 - NEUROPATIA HANSENICA

Destaca-se que a hanseniase nos seres humanos €&, essencialmente,

uma doenca dos nervos periféricos, constituindo a causa mais frequente de
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neuropatia periférica tratavel [BRYCESON & PFALTZGRAFF, 1990; JOPLING & McDOUGALL, 1991;

LOCWOOD & BRYCESON, 1998; NATIONS et al., 1998, NOORDEEN, 1972; SAUDERSON, 2000; CHAROSKY et al., 1983].

Segundo Job, o M. leprae pode penetrar no nervo por quatro vias
diferentes [JoB, 1989];

A- pelos filetes nervosos na epiderme, disseminando-se de forma
centripeta ao longo do axénio;

B- por fagocitose do bacilo na epiderme pelas células de Schwann;

C- na derme superior, os macrofagos podem fagocitar os bacilos, os quais
seriam liberados e englobados nas células perineurais, chegando as células de
Schwann;

D- possivelmente, a via de entrada mais comum € pela corrente
sanguinea, atingindo os nervos pelos capilares intraneurais.

A consequente destruicdo dos nervos em todas as formas de hanseniase
parece ocorrer devido aos seguintes aspectos [Jos, 1989]:

A- presenca do M. leprae ou seus antigenos nas partes mais frias do
corpo, permitindo a localizacdo e a multiplicacdo bacteriana nos nervos
subcutaneos;

B- existe uma relacdo entre trauma e infecgdo neural na hanseniase nos
nervos mais superficiais;;

C- presséo intraneural aumentada por edema e infiltrado inflamatério com
consequente isquemia, lesdo do nervo com formacao de um granuloma;

D- alteragBes vasculares intraneurais resultam em oclusdo da luz dos
vasos e isquemia.

O dano do nervo pode persistir sem a presenca direta do bacilo, a partir

de enzimas citotdxicas produzidas na resposta imunoldgica [JoB, 1989; WATERS &

JACOBS,1996].
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Os nervos comprometidos na hanseniase s&o de dois tipos:

A- numa fase inicial, os nervos dérmicos ou superficiais acham-se
invadidos levando a diminuigdo da sensibilidade térmica, tactil, dolorosa e alteracdes
autonémicas com perda da sudorese e dos pélos. A extenséo e o grau da perda de
sensibilidade e paralisia dependem da forma da doencga, da quantidade e duragao
das estruturas envolvidas e dos episddios reacionais [JAIN et al., 2000; DASTUR, 1991; JOB, 1989;
FACER et al., 2000; WORLD HEALTH ORGANIZATION STUDY GROUP, 1980];

B- nos estagios mais avangados, um ou mais troncos nervosos com fibras
nervosas mistas sao infectados e danificados, produzindo perda da sensibilidade
superficial e profunda, bem como paralisia muscular [JoB et al., 1997¢; JOB, 2001; SOLOMON et
al., 1998].

Nos diferentes tipos de hanseniase o comprometimento dos nervos
ocorre mais frequentemente em determinados segmentos. O nervo ulnar na goteira
epitrocleana, o nervo mediano, antes do tunel do carpo, o fibular na cabec¢a da fibula
e na por¢ao anterior do tornozelo, o tibial posterior na regido retromaleolar interna, o
radial superficial no punho, o sural na regiao retromaleolar externa, o grande
auricular na margem posterior do esternocleido-mastdideo, o facial nos ramos supra-
orbitarios [JULIAO, 1963; SABIN et al., 1993; DUERKSEN, 1997; VIRMOND, 1998; CHACO et al,. 1968; DHARMENDRA,
1980; FERNANDEZ-DOMINGUEZ et al,, 1999]. O espessamento neural é o achado clinico mais
comum [DHARMENDRA, 1989; JACOB & MATTHAI, 1988; TALHARI & NEVES, 1997]. Os doentes podem ter
queixas de dor e/ou parestesias nas suas areas correspondentes. Nos casos com
processo inflamatério intenso, o déficit motor e o sensitivo podem evoluir
rapidamente. Lesbes de pele com alteragdes sensitivas nas proximidades do nervo

comprometido podem definir 0 diagndstico [REPORT OF THE INTERNATIONAL LEPROSY

ASSOCIATION TECHNICAL FORUM PARIS, FRANCE, 2002; SAUNDERSON & GROENEN, 2000; SAUDERSON et al,,

1997). Em pacientes tratados previamente, a neuropatia muitas vezes evolui sem dor,
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de forma dolente, com déficit motor, sensitivo, autondmico e tréfico. E a “neurite
silenciosa” sem dor [VAN BRANKEL & KHAWAS, 1994; SAUDERSON et al., 2000a; SAUDERSON, 2000]. A
perda isolada da fungdo muscular ndo é relatada na hanseniase. A paralisia dos

musculos sempre coexiste com a perda da sensibilidade cutadnea [pDHOPLE 1970; WERNECK

et al., 1999].

Do ponto de vista patologico, a neurite hansénica depende da imunidade
e da competéncia da barreira neuro-sanguinea do paciente [JoB et al, 19970 O nervo
pode ser comprometido isoladamente (hanseniase neural pura) ou pode ser o local
de infec¢do inicial (hanseniase primariamente neural). Em suma, a infec¢do pelo
Mycobacterium leprae ndo pode ser entendida sem o comprometimento neural,
caracterizado como uma neurite. S&o varios 0s mecanismos que contribuem na
patogénese da reacdo inflamatdria no nervo [NEGESSE, 1999].

Na tentativa de encontrar um manejo terapéutico na prevengao da neurite
clinica, Negesse (1999) propés quatro fases imunopatoldgicas na lesédo neural:

A- Subclinica: Fase | — ocorre uma reacé&o inflamatoria no nervo (neurite),
mas nao apresenta expressao clinica; Fase Il — dano neural com clinica subjetiva de
dor e/ou dorméncia, sem perda de funcéo. E uma “neurite silenciosa crescente’;

B- Clinica: Fase | — destruic&o parcial do nervo com dor e/ou dorméncia,
perda da funcido, mas prognostico favoravel em termos de recuperagao; Fase Il —
destruigcéo total do nervo, perda funcional grave sem possibilidades de recuperagéao.

Na fase subclinica da doenga, precedendo os sinais e/ou sintomas, com

ou sem déficit funcional, 30% das fibras neurais ja foram destruidas [PERSON & ROSS,

1975].

Nos individuos com forma indeterminada, apenas os ramos superficiais

dos nervos s&o comprometidos, poupando 0s troncos [WATERS & JACOBS,1996].
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Na forma tuberculdide, os pacientes tém bastante resisténcia para
localizar a doenga, mas n&o para se ver livre dela. Ocorre uma reagdo de
hipersensibilidade do tipo tardio a antigenos do M. leprae, produzindo intensa reagéo
granulomatosa e necrose dos nervos superficiais e profundos, isolados ou multiplos
[BRTTON, 1993; CHOUDHURI, 1995]. Neste caso ocorre uma complicacdo comum, a necrose
caseosa com formacgao de abscesso [NATIONS et al., 1998].

Na hanseniase lepromatosa, os pacientes s&o anérgicos ao M. leprae,
ocorrendo grande disseminacdo bacilar, via corrente sanguinea para todos o0s
tecidos. A lesdo do parénquima € minima nas fases iniciais, embora as células de
Schwann contenham grande numero de bacilos. O dano neural evolui silencioso e
gradualmente até uma polineuropatia mista, distal e simétrica [FLEURY, 1997; LOCWOOD &
BRYCESON, 1998; NATIONS et al., 1998].

Na forma borderline, a instabilidade imunoldgica ao M. leprae ndo impede
que a doenga se dissemine. Muitos sdo 0s troncos nervosos afetados, inclusive com

as deformidades mais graves [BRYCESON & PFALTZGRAFF, 1090; DASTUR, 1991; FLEURY, 1997;

LOCWOOD & BRYCESON, 1998; NATIONS et al., 1998, NEGESSE et al., 1993; JOB, 1989; SABIN e t al, 1993;

SAUDERSON et al., 2000b; VAN BRANKEL, 2000; WEINSTEIN, 2000].

A hanseniase € uma doenca silenciosa na maior parte do tempo, tendo
destaque episddios reacionais em que ocorre o comprometimento agudo dos nervos
periféricos por reacdes do tipo 1 e 2. Na reacdo do tipo 1 tem-se uma reacao de
hipersensibilidade celular tardia que ocorre principalmente na forma borderline com
tendéncia tuberculdide. Na reacdo tipo 2 verifica-se uma reacdo mediada por
imunocomplexos, formando o eritema nodoso leprotico. Ocorre, quase

exclusivamente, na forma lepromatosa [BRITTON, 1993; CHOUDHURI, 1995; FOSS, 1997; GOULART et

al., 2002; LOCWOOD & BRYCESON, 1998; NATIONS et al., 1998, SAUNDERSON et al., 2000a; WHO, 1998; VAN BRANKEL,
2000; WATERS & JACOBS, 1996, WHO, 1998; FERNANDEZ-DOMINGUEZ et al., 1999; CHAROSKY et al., 1983; SOLOMON

et al., 1998].
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2.8 - HANSENIASE NEURAL PURA

A caracterizacdo de formas de hanseniase com comprometimento de um
ou mais nervos periféricos, mas sem lesdes cutaneas, tem sido feita especialmente
por pesquisadores indian0S [DHARMENDRA, 1989; NOORDEEN, 1972; KAUR et al., 1991; MAHAJAN et al.,
1996; SRINIVASAN et al., 1982; SUNEETHA et al., 1998].

Na Classificagéo Indiana as definigbes das formas indeterminada, maculo-
anestésica; tuberculdide, lepromotosa e borderline ndo divergem daquelas aceitas
mundialmente, mas coloca a como um grupo [DHARMENDRA, 1989]. Na Classificacéo de
Ridley e Jopling, essa forma n&o esta incluida, embora esteja descrita como subtipo
das formas tuberculdide e borderline [RIDLEY & JOPLING, 1966].

A Classificagdo de Madri ndo faz referéncias a forma neural pura da
hanseniase [INTERNATIONAL CONGRESS OF LEPROSY, MADRID, 1953].

Por razbes operacionais, a OMS classifica a hanseniase em Paucibacilar
(PB) e Multibacilar (MB), tendo por base lesdes de pele e indice bacteriologico.
Nesse caso, os pacientes com forma Neural Pura que tiverem apenas um tronco
nervoso comprometido, serdo classificados como Paucibacilares e com dois ou mais
troncos envolvidos, Multibacilares pwHo, 1998).

Na literatura, as referéncias sdo escassas para a hanseniase neural pura
[NOORDEEN, 1972; MAHAJAN et al., 1996; SUNEETHA et al., 1998; DHAMENDRA et al., 1966; PANNIKAR et al., 1983].
Entre as muitas razdes para tal, destacam-se: 1-.nos paises subdesenvolvidos, o0s
pacientes tendem a ignorar os sintomas precoces da les&o neural periférica; 2- os
profissionais da area de saude ndo compreendem a hanseniase como uma condi¢éo
primariamente neurologica, sendo esse diagndstico subestimado; 3- quando a

hanseniase neural pura € suspeita clinica, a bidpsia de nervo é geralmente dificil.
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Esses pacientes ndo tém sido identificados, mesmo constituindo uma propor¢ao
significante, com indices que variam de 1% [MAFOYANE et al., 1992], 3% [DONGRE et al., 1976];
3,9% (CUNHA, 1990], 4,6% [MAHAJAN et al., 1996], 10,7% [TALWAR et al., 1992], 13,6% [NOORDEEN et al.,
1972] a 16,0% [GIDHAR, 1996]. Além disso, a maioria dos trabalhos publicados néo
sugerem um protocolo para investigar a doenca em nivel ambulatorial nas unidades
de acbes basicas de saude [FREITAS et al., 1998; MISHRA et al., 1993; RAMADAN et al., 2001; SHETTY &
ANTIA, 1988; SKACEL et al., 2000; WATERS & JACOBS, 1996; WEINSTEIN, 2000; JACOB & MATHAI, 1983].

No Brasil, as citagdes sdo poucas, mas existem trabalhos importantes
que enfocam aspectos clinicos, eletrofisioldgicos e histopatoldgicos, destacando a

lesdo neural dentro do espectro da hanseniase em suas formas classicas [SENA, 1976;

BRASIL-NETO, 1992; CHIMELLI et al., 1997; DeFARIA & SILVA, 1990; JULIAO, 1963; MARQUES, 1994, MARQUES et al,,

2003; WERNECK et al, 1999]. NoOs Ultimos anos surgiram publicagcbes que destacam
informacdes dirigidas para a hanseniase neural pura [CUNHA, 1990; FREITAS et al., 1998; JARDIM
et al., 2002; SKACEL, 2000].

Estudos eletrofisioldégicos da velocidade de conducio sensitivo-motora,
respostas tardias (onda F e reflexo H), potenciais de ac&o do nervo com eletrodos de
agulhas justapostas ao nervo (“near nerve potential’) e potencial evocado somato-
sensorial (PSSE) foram anormais em percentuais significativos em pacientes com
diferentes formas de hanseniase, independente de apresentarem ou n&o evidéncias
clinicas de neuropatia, inclusive neuropatias de fibras finas. Nos pacientes
apresentando hanseniase tuberculdide (TT), esses achados sdo ainda mais
proeminentes. Na deteccdo de lesdes neurais precoces, o estudo das laténcias
tardias e os potenciais de acdo do nervo com eletrodos de agulhas justapostas ao
nervo s&o mais informativos que os métodos convencionais de conduc¢éo nervosa. A
avaliagdo pelo PSSE demonstra o envolvimento do sistema nervoso periférico,

poupando o sistema nervoso central [GUPTA & KOCHAR, 1994; ANTIA et al., 1970; HACKETT et al., 1968;
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McLEOD et al., 1975; SWIFT et al., 1973; VERGHESE et al., 1970; DASH, 1967; WILDER-SMITH & WILDER-SMITH, 1997;

WILDER-SMITH & WILDER-SMITH, 1996; WILDER-SMITH et al., 2000; SAMANT et al., 1999; MARQUES et al, 2003].

Outros estudos confirmam a presenca do padréo de neuropatia dos tipos
mononeuropatia sensitiva ou sensitiva-motora e mononeuropatia sensitiva ou
sensitivaoc-motora multipla com carater axonal, desmielinizante € misto [NATIONS et al.,
1998; SABIN et al., 1993; RAMADAN et al., 2001; FERNANDEZ-DOMINGUEZ et al, 1999] A neurocondugéo pode
evidenciar bloqueio de conducao e dispersdo temporal em locais dos nervos com
maior suscetibilidade [sABIN et al, 1993; RAMADAN et al, 2001]. ESsas alteragcdes podem ser
encontradas em nervos lesionados, mas sem expressdo clinica, € nervos com
espessamentos focais. E freqiiente o nervo ulnar apresentar uma conducéo lenta na
goteira epitrocleana, mas n&o incomum apenas no segmento proximal do umero. O
nervo mediano pode ter alteragées no canal carpeano. O nervo fibular evidencia, na
maioria das vezes, bloqueio ou condugdo lenta entre o cavo popliteo e a cabeca da
fioula. O tibial posterior, na regi&o retromaleolar interna do tunel do tarso [BRANSDMA,
2000; BRASIL-NETO, 1992; DeFARIA & SILVA, 1990; DHOPLE, 1970; GARBINO, 1997; JOB, 2001; BROWN et al., 1996]. E
freqUente o comprometimento sensitivo demonstrado na auséncia de captagdo de
potenciais utilizando a neurocondugao converncional [MARQUES, 1994; MARQUES et al., 2003].

A presenca de fibrilagdes, ondas positivas e polifasicos longos sugerem
envolvimento axonal. Muitos nervos com lesdo axonal sem evidéncias de
desmielinizagdo podem sugerir degeneragdo axonal primaria, mais do que

secundaria [BRANSDMA, 2000; BRASIL-NETO, 1992; DeFARIA & SILVA, 1990; DHOPLE, 1970; GARBINO, 1997;

McLEOD et al., 1975; SABIN et al., 1993; RAMADAN et al., 2001; SKACEL et al., 2000; TZOURIO et al., 1992; WATERS &

JACOBS, 1996.

Os exames eletrofisioldgicos s&o utilizados no estudo da neuropatia
periférica. Na neurite hansénica, essas técnicas podem fornecer informacdes para

diagndstico e manejo clinico da doenga [BRASIL-NETO, 1992; HACKETT et al., 1968; JAIN et al., 2000;

MARQUES, 1994; McLEOD et al., 1975; RAMAKRISHNNAN & SRINIVASAN, 1995; VERGHESE et al., 1970; BROWN et al,
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1996; EBENEZER et al, 1996; ENNA et al, 1970; WILDER-SMITH & WILDER-SMITH, 1997, MARQUES, 1994, MARQUES et

al., 2003.

A bidpsia de nervo tem sido descrita como um método valioso no
diagnodstico da hanseniase neural pura. Um infiltrado inflamatoério compromete o
endoneuro, o perineuro e o0 epineuro. A presenca de granuloma bem definido com
necrose caseosa, a destruicdo fascicular do nervo, a auséncia ou raros bacilos sédo
vistos nos casos TT. Na hanseniase BT, o granuloma pode estar pouco definido e

sem necrose caseosa, presenca de bacilos em quantidades variaveis [CHIMELLI et al.,

1997; CHIMELLI et al., 1989; DYCK et al., 1993; FLEURY, 1989; FLEURY & ARANDA, 1995; FLEURY, 1997; NATIONS et al.,
1998; LOCWOOD & BRYCESON, 1998, NADKARNI & REGE, 1999; RAMADAN et al, 2001, REPORT OF THE
INTERNATIONAL LEPROSY ASSOCIATION TECHINCAL FORUM PARIS, 2002; RIDLEY & JOPLING, 1966; SABIN et al.,

1993; SAID, 1999; SEHGAL et al, 1977, SEHGAL et al., 1980; SPIERINGS et al., 2000; SUNEETHA et al.,, 1998; WERNECK,

1988; PANNIKAR et al., 1983; NADKARNI & REGE, 1999; LIU & QUI, 1984].

Pesquisadores sugerem a bidpsia fasciculada, € ndo do nervo em toda a
sua extensdo, com o intuito de minimizar as sequelas sensitivas e/ou dolorosas [pyck
& LOFGREN, 1968; FLANCHENERCKER et al., 1999). Em contrapartida, estudos prospectivos, por
mais de cinco anos, em pacientes biopsiados concluiram que a biopsia de toda a
espessura do nervo era mais simples, € do ponto de vista histoldgico oferecia
maiores informacdes. Em relagdo a perda sensitiva residual nd&o ocorreram
diferencas nas duas situacdes [poLLocK et al.,, 1983]. A bidpsia de nervo tem sido utilizada
para investigar as neuropatias periféricas, contribuindo para aumentar nossos
conhecimentos sobre doencgas do nervo periférico, entre elas a hanseniase [saID, 1999;
EBENEZER et al., 1996].

Os critérios usados para a classificacao atual da hanseniase tém por base
as lesbes de pele, nao refletindo sobre as lesbes de nervo [NILSEN et al, 1989 Quando
s&o correlacionadas lesGes de pele e nervo podem ser encontrados trés padrdes

histopatolégicos (n=44 pacientes): diagndstico confirmado na pele e nervo em
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63,6%; negativo na pele e positivo no nervo em 31,8%, e negativo em ambos em,
4.5% [NILSEN et al, 1989 Autores descrevem que 15 a 52,7% de pacientes com
hanseniase com alta carga bacilar (IB > 2) nos nervos sem correspondéncia de
lesbes dermatoldgicas [ANTIA et al., 1970; ANTIA & PANDYA, 1976; SRINIVASAN et al., 1982; NEGESSE, 1988].

Sabe-se que é dificil o diagndstico de hanseniase nos pacientes apenas
com envolvimento neurolégico, mesmo quando submetidos a uma investigacéo
criteriosa para diagnéstico diferencial das varias neuropatias [PONNGHAUS, 1996].
Atualmente, com a utilizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificagéo de sequéncia repetitiva do DNA do M. leprae , eventualmente presente
em pélo, muco nasal, linfa, sangue e nervo biopsiado, pode-se chegar ao

diagndstico para instituir um tratamento com maior efetividade [GOULART et al, 2002;

GUERRERO et al., 2002; Job et al., 1997a; JOB et al., 1997b; LOCWOOD & BRYCESON, 1998; SANTOS et al., 1993,

SANTOS et al., 1999; SHI et al., 2000; SMITH, 2000; WILSON, 1993; WOODS & COLE, 1989; GUPTE, 1996; HACKEL, 1990;

HARTSKEERL et al.,, 1989; LOSEKE et al., 2001].

2.9 - REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A reacdo em cadeia da polimerase, conhecida pela sigla PCR - “Polimerase
Chain Reaction”, € um método que vem revolucionando a pratica da Biologia Molecular.
Foi inicialmente descrito por Saiki, Mullis e cols., em 1985, na revista Science.[sAKi et al,
1985].

A PCR pode ampliar seletivamente uma unica molécula de DNA ou RNA
milhdes de vezes em algumas horas. Com isso permite a deteccdo e a andlise de
sequéncias de genes especificos na amostra de um paciente, animal ou organismo sem
a clonagem e sem a necessidade de hibridizagbes (“Southern ou northern blotting”.).As

analises podem ser realizadas até mesmo a partir de uma unica célula obtida de uma raiz
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de cabelo, das poucas células presentes em lavagens da boca, de uma gota de sangue
seco, de pele ou de nervo, eliminando, assim, a necessidade de preparar grandes

quantidades de DNA ou RNA de amostras teciduais [BLACKWELL, 2001; COLE et al, 2000; DE WIT et al,

1993; DE WIT et al, 1991; KURABACHEW et al., 1998; SANTOS et al., 1993; SANTOS et al., 1999; WICHITWECHKARAN et al., 1995;

WOODS & COLE, 1989; CURTISS Ill et al., 2000; HACKEL, 1990, HARTSEKEERL et al., 1989; ZHANG & ISHAQUE, 1997].

O método baseia-se na amplificacdo enzimatica de um fragmento de DNA,
que ladeado por dois iniciadores (primers), oligonucleotideos curtos que se hibridizam
com os filamentos opostos da seqiiéncia-alvo e desencadeiam a sintese da sequéncia de
DNA-complementar pela enzima DNA-polimerase. Portanto, partes de um gene (em geral
os éxons) do DNA podem ser ampliadas rapidamente pelo uso de iniciadores especificos
conhecidos [SANTOS et al, 1993; SANTOS et al., 1999; WILSON, 1993; WOODS & COLE, 1989; HACKEL, 1990]. A reacao
Compreende trés etapas [SANTOS et al., 1993; SANTOS et al., 1999 WOODS & COLE, 1989; HACKEL, 1990]:

A- Desnaturacio térmica da dupla fita de DNA da amostra que servira como
molde, o que & obtido por incubacéo répida (de 30 segundos a 1 minuto) a 95° C.

B- Hibridizag&o dos iniciadores (primers) ou anelamento com a sequéncia-alvo
do DNA, o que é obtido a uma temperatura com valores ideais entre 55°7° C a 65° C,
com tempo de aproximadamente um minuto. Para o calculo dessa temperatura
consideram-se o tamanho e a composi¢céo de bases dos oligonucleotideos (primers).

C- A amplificagéo ou alongamento dos oligonucleotideos com o auxilio da
enzima polimerase DNA, realizados a uma temperatura de 70° C a 72° C, durante um

intervalo de tempo de um a trés minutos [SANTOS et al., 1993; SANTOS et al., 1999 WOODS & COLE, 1989;
HACKEL, 1990].

Em suma, por meio da sintese repetida de uma regido do DNA localizada
entre dois iniciadores (primers) uma regi@do do DNA, é amplificada especifica e
seletivamente de maneira exponencial. Assim, apds 30 ciclos de amplificacdo, sdo

criados mais de um bilhdo de cdpias da sequéncia alvo , ou seja, partindo-se de uma
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amostra que contenha 1 pg de DNA pode-se obter cerca de 200 ng de DNA amplificado.
Essa quantidade de DNA submetida a uma eletroforese em gel de agarose ou
poliacrilamida € corada e pode ser visualizada diretamente ou pela luz, se usado o

corante brometo de etideo [SANTOS et al., 1993; SANTOS et al., 1999; WOODS & COLE, 1989; YOON et al., 1993; DE

WIT etal.,, 1991].

Pelo exposto, a hanseniase neural pura € reconhecidamente de dificil
diagnodstico, e, a fim de aprimorar a detec¢do dessa doenca, se faz importante
estudar seus aspectos clinicos e correlacionar os métodos de investigagcao classicos
com a reagado da polimerase em cadeia (PCR), visto ser este um método rapido,

sensivel e capaz de fornecer resultados com quantidades minimas de amostras

[SANTOS et al., 1993; SANTOS et al., 1999; CHEMOULLI et a.l, 1996; JOB et al., 1997a; GUERRERO et al., 2002; GUPTE,
1996; HACKEL, 1990; HARTSKEERL et al., 1989; LOSEKE et al., 2001; PULST, 2000; RAFI et al., 1995; TALHARI, 1996;

GELBER & REA, 2000; GILLIS, 1998].



46

OBJETIVOS



47

3 - OBJETIVOS

A- Estudar o valor diagnéstico da Reagéo em Cadeia da Polimerase (PCR)

na hanseniase neural pura.

B- Correlacionar a Reagcéo em Cadeia da Polimerase com a histopatologia

dos nervos na hanseniase neural pura.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1- CASUISTICA

Foram estudados 58 pacientes com suspeita diagndstica de hanseniase
neural pura do Servico de Doengas Neuromusculares do Hospital de Clinicas da
UFPR (n=26; BT 23 e TT 3) e do Centro de Saude Dona Libania, unidade de

referéncia em hanseniase no Estado do Ceara (n=32; BT 17 e TT 15).

Os casos de Hanseniase neural pura (HNP) foram definidos por sinais e
sintomas neurais caracterizados por alteracbes sensitivas, do tipo parestesias, e/ou
déficit sensitivo correspondente a area de um nervo espessado, associado ou ndo a

déficit motor e/ou troficos e/ou autondémicos, sem lesé&o de pele [NOORDEEN, 1972].

4.2- METODOS

4.2.1- Critérios para classificagao dos pacientes

4.2.1.1- Selecao de doentes

Todos os doentes foram submetidos a um protocolo pré-determinado
constando de anamnese, exame dermato-neuroldgico, rotina laboratorial simples,
pesquisa baciloscopica, eletroneuromiografia, histopatologia e reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) de nervo previamente biopsiado.

Os doentes foram classificados, de acordo com Ridley e Jopling
(1966), em TT (tuberculdide polar) e BT (borderline-tuberculdide), sendo definidos,
segundo critérios da Organizacdo Mundial de Saude, como TT quando

apresentavam um unico tronco nervoso comprometido e BT com dois ou mais
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troncos envolvidos (wHo, 1998]. A distribuicdo dos doentes por formas clinicas e sexo

constam na tabela 1.

TABELA 1: DISTRIBUIGAO DOS PACIENTES COM HANSENIASE NEURAL
PURA, SEGUNDO FORMAS CLINICAS E SEXO

SEXO FORMAS CLINICAS
BT TT
Masculino 28 13
Feminino 12 5
Total 40 18

BT = Borderline-tuberculéide; TT = Tuberculbide polar; Total = Total de pacientes

Nenhum dos pacientes incluidos no protocolo apresentava outras
doencgas que pudessem envolver o sistema nervoso periférico como o alcoolismo
cronico, diabetes melito, tireoideopatias, desnutricdo grave, neuropatia hereditaria e

histéria de lesbes de pele prévias sugerindo hanseniase.

4.2.1.2 - Selegao de controles
Foi utilizado um grupo de comparacdo com 21 pacientes com diagnéstico
de outras neuropatias para se estudar aspectos como sensibilidade, especificidade

do teste. Os dados destes pacientes estdo na (Tabela 2).

4.2.1.3- Aspectos éticos

Todos os pacientes incluidos na pesquisa assinaram um termo de
consentimento, apos esclarecimento verbal sobre a investigacdo, suas razdes e
importancia, e os riscos de eventuais complicacbes. O projeto teve aprovagédo do

Comité de Etica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana com o
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parecer CEP-HC de n° 380.090/2001/07, de acordo com as normas éticas

estabelecidas pela Resolug&o n® 196/96 do Ministério da Saude.

4.2.2- Anamnese

Do ponto de vista clinico geral foram destacados:

A idade média dos pacientes BT foi de 45,0 (x 18,2) anos, variando de 15
a 77 anos, com uma mediana de 44,5. Nos doentes TT a idade média foi 36,2 (£ 9,2)

anos,variando de 17 a 53 anos, com uma mediana de 35,0 anos.

O tempo de evolucdo da doenca até o diagndstico dos pacientes variou de
2,3 (£2,2) anos, mediana de 1,5 anos na forma BT. Na forma TT foi observada uma
evolucdo de 2,0 (x 2,9) anos, mediana 1,0 ano N&o foi encontrada diferenca

estatisticamente significante entre os dois grupos.

Os principais sinais e sintomas observados com maior frequéncia na
hanseniase neural pura tanto, BT quanto TT, foram as alteracbes sensitivas como
hipoestesia/anestesia associada ou ndo a parestesias, nos dois grupos. A parestesia
como queixa isolada nao foi observada em nenhum doente. O espessamento neural
foi acompanhado de dor na maioria dos casos. Quanto aos outros sinais e sintomas,
destacaram-se: fraqueza muscular, hipotrofla muscular e anormalidades
autonémicas como mal-perfurante plantar, e abscessos de nervos, fistulizados ou

nao (Tabela 2).
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TABELA 2: DADOS CLiINICOS NA HANSENIASE NEURAL PURA POR
FORMAS CLINICAS

FORMAS CLINICAS

Dados Clinicos BT TT
Numero % Numero %
Hipoestesia/Anestessia 40 100 18 100
Parestesias 28 70,0 12 66,7
Espessamento 35 87,5 16 88,9
Dor 29 72,5 14 77,8
Fraqueza muscular 21 52,5 10 555
Hipotrofia 13 32,5 5 27.8
Alteracbes autonémicas 4 10,0 0 0
Mal-perfurante plantar 3 7,5 0 0
Abscesso 3 7,5 3 16,7

BT = Borderline-tuberculdide; TT= Tuberculbide polar.

4.2.3- Exame dermato-neurolégico

Foram considerados os seguintes sinais:
4.2.3.1- Auséncia de lesao de pele: caracterizando a hanseniase neural pura.

4.2.3.2- Palpagao de nervos: realizada sempre com uma orientagdo prévia sobre o
teste, para se obter a maxima cooperacdo do paciente e boa avaliacido. A palpacéo
do nervo seguia o sentido proximal-distal, observando-se a consisténcia, a
uniformidade, a dor esponténea e a presséo, a presenca de abscessos e/ou fistulas,
sempre comparando com o lado contra-lateral. Levou-se em consideracdo o nervo
na sua por¢do mais superficial, inclusive seus ramusculos, avaliados nas
proximidades de areas suspeitas. Os nervos, avaliados de rotina: foram o supra-
orbitario (fossa frontal lateral), retroauricular (pescog¢o), ramo cervical do facial

(pescoc¢o), supraclaviculares (ao cruzarem a clavicula no 1/3 médio), ulnar (no canal
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epitrécleo-olecraniano e acima deste, com o cotovelo semi-fletido), cutaneo-lateral e
medial do antebraco (face médio-lateral do antebrago), mediano (face palmar do
punho, entre os tenddes do musculo palmar longo e do flexor radial do carpo), radial
(a em nivel do braco, atras do deltdéide), radial superficial (a nivel da tabaqueira
anatébmica do punho), cutaneo-laterais da coxa, fibular comum (na fossa poplitea e
face posterior da cabeca da fibula), tibial posterior (fossa retromaleolar interna),
fibular superficial (face anterior do tornozelo e dorsal do pé€) e o nervo safeno (face

superior do maléolo interno).

4.2.3.3 - Avaliagao sensitiva: foi estudada apenas a sensibilidade superficial. Por
razbes praticas, excluimos a sensibilidade profunda, do tipo discriminacdo da
distancia entre dois pontos. Para avaliar a sensibilidade superficial (térmica, tactil e
dolorosa) foram utilizados os testes classicos: a sensibilidade térmica foi explorada
com dois tubos de ensaio contendo agua, um a temperatura ambiente e outro a 45°
C, aplicados alternadamente na pele do doente. A duracgdo dos estimulos limitou-se
a dois segundos, estando o paciente com os olhos fechados, e acusando a
sensacdo de quente ou frio. O teste de sensibilidade dolorosa consistiu na
estimulacdo da pele com um alfinete de ponta fina e romba em areas nitidamente
sadias e em areas suspeitas. O paciente respondia se estava sentindo uma picada
ou apenas tocando. A sensibilidade tactil, da na méao foi pesquisada em areas
resumidas a sete pontos: trés para o nervo mediano (1, 2, 3), trés para o ulnar (4, 5,
6) e um para o radial (7). No pé foram 10 pontos, assim distribuidos: ramo plantar
medial (1, 2, 4, 5); plantar lateral (3, 6); safeno (7); sural (8); ramo calcaneo (9) e

fibular superficial (10) (Figura 5).
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Figura 5- Representacdo esquematica dos pontos sensitivos padronizados das méos (nervos
mediano 1, 2 e 3; ulnar 4, 5 e 6; radial superficial 7) e dos pés (nervos tibial posterior: ramos plantar
medial 1,2,4 e 5; plantar lateral 3 e 6 e calcaneo 9; nervo safeno 7; sural 8 e fibular superficial 10.

Nas méos foi utilizado o monofilamento lilas de 2,0g e nos pés 10g.
Ocasionalmente, as maos foram testadas com o monofilamento de 10g (laranja),
numa tentativa de padronizacdo a partir de pontos correspondentes aos nervos
testados. A sensibilidade tactil pode ser testada utilizando-se o teste do algodao ou
monofilamentes de Semmes-Weinstein, sendo este o preferido por possibilitar uma
monitorizagdo quantitativa [BIRKE et al, 2000. O teste de Semmes-Weinstein &
empregado desde 1962 e consiste em um conjunto de 20 monofilamentos de nylon
com didmetros diferentes e comprimentos iguais.aplicados perpendicularmente a
pele. No momento em que se curvam levemente os filamentos exercem uma forga
de pressado na area testada correspondente a sua espessura especifica. Na doenca
hansénica utiliza-se apenas um conjunto de seis monofilamentos com forca de
pressdo de 0.05g, 0.2g, 2g, 4g, 10g e 300g. O teste sempre € iniciado com o
monofilamento 0.05g e, na auséncia de resposta, 0.2g, confirmando-se

progressivamente até 300 g [CAMARGO & BACCARELLI, 1997; DORAIJAJ et al., 1988; PREMKUMAR et al.,

1998; VAN BRAKEL et al., 1994a; VAN BRAKEL et al., 1994b; FACER et al., 2000; SAUDERSON et al., 1997; BIRKE et al,,

2000; TOMIMORI-YAMASHITA et al., 1996].
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O uso desses monofilamentos tem sido sugerido em varios estudos,
considerando a sensibilidade e a reprodutibilidade do teste para os limites dos

individuos normais [SAUDERSON et al.,, 1997; VAN BRANKEL et al., 1994a; VAN BRANKEL & KHAWAS, 1994,
1994; SAUDENSON et al., 2000b].

A interpretacdo funcional desses testes foi caracterizada normal,
hipoestesia ou anestesia Os dados obtidos no exame séo registrados em formulario
préprio para mapeamento de sensibilidade, inclusive com interpretacéo funcional do
teste (Apéndice 2).

4.2.3.4 - Avaliagao da for¢ga muscular: foi utilizada a escala de graduacdo da forca
muscular proposta pelo Medical Research Council (1976), para avaliar cada musculo
isoladamente, e adaptada por Omer (1981), sendo usada nas Ac¢bes Basicas de
Prevencao de Incapacidades na Hanseniase [BRASIL-MINISTERIO DA SAUDE - AREA TECNICA DE

DERMATOLOGIA SANITARIA, 2001] (Tabela 3).

TABELA 3 - GRAU DE FORGA MUSCULAR ADAPTADA PARA AS AGOES
BASICAS DE PREVENGAO DE INCAPACIDADES NA HANSENIASE

GRAU DE FORCA OBSERVAGCAO CONDICAO
MUSCULAR CLINICA FUNCIONAL
Movimento completo contra a
5 gravidade com resisténcia Normal
maxima

Movimento completo contra a
4 gravidade com resisténcia Paresia
moderada

Movimento completo contra a

3 . P Paresia
gravidade sem resisténcia
2 Movimento incompleto Paresia
Contracdo muscular sem .
1 ; ; Paresia
movimento articular
Sem evidéncia de contracéo .
0 Paralisia

muscular
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Os principais musculos testados relativos aos seus respectivos nervos

foram os seguintes:
A) Nervo ulnar:

Abdutor do 5° digito: avaliado com a porgao palmar da méo em
pronacdo, do 2° ao 4° digitos, dedos fixos, 0 paciente separava o 5° digito no sentido

horizontal com resisténcia ao nivel falange média;

1° interésseo dorsal: a semelhanca do anterior, solicitava-se a

separacgao do 2° digito;

Interésseo e lumbricdoides do 3° e 4° digitos: o dorso da méo e o
antebraco eram apoiados sobre uma mesa; com 0s metacarpos fixos, pedia-se que
0 paciente levantasse os digitos em extensdo, enquanto se aplicava uma forca

contraria na falange proximal da por¢c&o palmar do 2° ao 5° digitos;
B) Nervo mediano:

Abdutor curto do polegar: o dorso da mao sobre uma mesa, com o
2° ao 4° digitos fixos. Pedia-se ao paciente que elevasse o0 polegar
perpendicularmente ao plano da palma da mao, com aplicacdo de resisténcia na

face lateral da falange proximal do polegar;.
C) Nervo radial:

Extensor comum dos digitos: palma da m&o em pronagdo e
extensdo das articulacbes metacarpo-falangeanas, com aplicacdo de resisténcia no

dorso dos dedos, sobre a falange proximal,
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Extensores do carpo: palma da m&o em pronagdo, com 0 punho
apoiado, o paciente flexionava os dedos com uma resisténcia aplicada no dorso da
mao;.

D) Nervo fibular comum:

Tibial anterior: doente sentado, porcdo plantar do pé apoiada no
chao; solicita-se ao paciente para realizar uma dorso-flexdo do pé mantendo o

calcanhar no ch&o. Aplica-se resisténcia contraria ao movimento;

Extensor longo do halux: paciente em posicao semelhante ao teste

anterior, tornozelo em posi¢do neutra, resisténcia aplicada no dorso do halux;

Extensor comum dos digitos: como no item anterior mas aplicando

resisténcia no dorso de todos os dedos;

Fibular longo e curto (inervados pelo ramo superficial do fibular
comum):. paciente com a parte posterior da perna apoiada e com 0 joelho em
extensdo, tornozelo em posicéo neutra, movimento em eversdo do pé, resisténcia ao

nivel do 5° metatarsiano;.
E) Nervo tibial posterior ( inerva a musculatura intrinseca do pé):

Flexor curto do halux: pé apoiado no chao, flexdo do halux,

resisténcia na sua falange plantar proximal,

Abdutor do halux: abducdo do halux com resisténcia na sua na sua

porcao media;.
F) Nervo facial:

Frontal: elevacdo das sobrancelhas até formagcdo de pregas

horizontais na testa;
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Orbicular dos olhos: oclusdo dos olhos, resisténcia com o dedo

minimo no sentido de impedir a elevacao da palpebra;
Bucinador: insuflagdo das bochechas com os labios fechados;
Orbicular dos labios: labios fechados, fazer a boca “em bico”;

Zigomatico maior: elevacido das comissuras labiais para cima e para

fora com os labios abertos (“mimica do sorriso”).

4.2.3.5- Avaliacao dos reflexos ésteo-tendinosos: bicipital, tricipital, estiloradial,

patelar, flexor plantar, aquileu, masseterino e orbicular das palpebras.

4.2.3.6- Avaliagao dos reflexos cutaneos: cérneo-palpebral e plantar.

4.2.3.7- Avaliagcao das alteragcdes troficas: decorrentes do comprometimento das
funcdes sensitivas e/ou motora na pele, musculos, osteoarticulares e vasomotoras.
Foram pesquisadas anomalias de pigmentagdes cuténeas, ictiose, esclerodermia,
fissuras, unhas quebradicas com estrias ou espessadas e panaricios; perda de pélos
(alopécias), com destaque nas areas suspeitas, mal-perfurante plantar nas suas
diversas apresentacdes; ulceras plantares; hipotrofias ou atrofias; encurtamento de

dedos com ou sem reabsorcéo de falanges, mutilagcées, luxacdes ou subluxagdes.

Os dados clinicos e eletrofisioldgicos dos pacientes estdo mostrados na

tabela 4.



TABELA 4 CASUISTICA DOS DADOS, CLINICOS E ELETROFISIOLOGICOS
DA HANSENIASE NEURAL PURA

Caso Sexo Idade Forma Tempo Principais nervos Alteracbes Espessa Padrdo  Bidpsia
(anos) Doenca (anos) sensitivas  _mento  neuropatiia  Nervo

1 F 34 BT 8 1,3,3A456 + + SMM 3
2 M 15 BT 2 1345A9 + + SMM 6
3 M 69 BT 8 1A 3A 4A 5A + + SMM 5A
4 M 45 BT 2 11A3A3A45A + + SMM 5A
5 F 31 BT 04 11A3A3A45A + + SMM 5A
6 M 48 BT 1 111A3A 445A + + SMM 5A
7 M 46 BT 2 3A3A5A + - SM 5A
8 M Y BT 04 145A + + SM 5A
9 F 44 BT 0,5 11A3A45A + + SMM 5A
10 M 63 BT 2 13A45A + + SMM 5A
11 F 25 BT 1 3A5A5A + - SM 5A
12 F 56 BT 0,6 11A3A3A45A6 + + SMM 5A
13 F 35 TT 1 5A 8 + + SM 5A
14 F 77 BT 1 14 + + MSM 1

15 M 20 BT 1 1 2A 2A 4 4A 4A 8A + + SMM 3A
16 F 68 BT 1 11A2A3A3A45A6 + - SMM 5A
17 M 69 BT 5 11A2A3A3A45A6 + + SMM 5A
18 M 75 BT 5 12A 34 4A 5A 5A + + SMM 5A
19 M 47 TT 2 69 + + SM 6
20 F 23 BT 2 11445A + + SMM 5A
21 M 57 BT 6 11A1A3A3A45A8 + + MSM 5A
22 M 53 TT 3 6 + + MS 6
23 M 43 BT 1 11445A7A + + SMM 5A
24 F 45 BT 2 11A3A456 + + SMM 5A
25 F 56 BT 0,5 11A1A3A3A 45A 8A + + SMM 5A
26 M 62 BT 4 1A 3A 45A 5A + + SMM 5A
27 M 76 BT 0,5 111A3A445A6 + + SMM 5A
28 M 35 TT 13 1346 + + MSM 1

29 F 30 TT 0,6 134 + + MSM 1

30 M 21 BT 2 1A2A3A4A5A6 + + SMM 5A
31 M 38 BT 3 1A 3A 4A 5A + + SMM 5A
32 M 53 BT 6 123A3A4 + + SMM 6
33 F 46 TT 1 5A + - MS 5A
34 F 42 TT 1 1A 3A + + MSM 3A
35 F 44 BT 4 3A5A + - SM 5A
36 M 38 BT 1 111A1A22A2A33A + + SMM 5A

QA AAEBA EAR
37 M 26 BT 1 111A1A3A3A445A + + SMM 5A
38 M 64 BT 1 111A1A22A2A33A + + 5A
3A445A5A666A SMM

39 M 38 TT 1 13A45A + + SMM 5A
40 M 35 TT 0,16 TA + + MS TA
41 M 28 TT 2 1A 3A + + MSM 3A
42 M 32 TT 2 1A 3A5A + + MSM 5A
43 M 51 TT 1 14 + + SMM 1

44 M 28 BT 1 111A3A 445A5A + - SMM 5A
45 M 31 TT 2 1 + + MSM 1

46 M 20 BT 2 11A1A3A3A2A45A + + SMM 3A
47 M 18 BT 2 111A3445A5A6 + + SMM 5A
48 F 30 BT 0,41 111A3A 445A5A + + SMM 5A
49 M 34 TT 2 14 + + MSM 1

50 M 73 BT 8 13A45A + - SMM 5A
51 M 37 TT 1 14 + + MSM 1

52 M 26 BT 0,41 44567 + + SM 7
53 F 36 TT 3 5A + + MS 5A
54 M 51 BT 1 13A45A6 + + MSM 5A
55 M 49 BT 4 1 1A 2A 2A 3A 4 4A 4A + + 5A

S5A5A 66 8A9A SMM

56 M 24 TT 0,5 14 5A 6A + -0 SMM 6A
57 M 17 TT 0,25 1A 3A5A + + SMM 3A
58 M 33 BT 0,8 1 3A3A 45A + + SMM 5A
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CONTINUACAO:

F = Feminino; M = Masculino; Pos = Positivo; Neg = Negativo; BT = Borderline-Tuberculéide;
TT = Tuberculéide polar; SMM = Sensitiva-motora multipla; SM = Sensitiva maltipla; MSM =
Mononeuroptia sensitiva-motora; MS = Mononeuropatia sensitiva; Padrdo neuropético =
Estudo eletroneuromiografico; + = Presenca; - = Ausente.

Nervos:
1- Ulnar sensitivo-motor 1 A- Fibular profundo
2- Mediano sensitive-motor 2 A- Tibial posterior
3- Radial motor 3 A- Fibular superfiial
4- Ulnar sensitivo 4 A- Plantares medial e lateral
5- Mediano sensitivo 5 A- Sural
6- Radial superficial 6 A- Safeno
7- Ulnar dorsal superficial 7 A- Cutaneo lateral da coxa
8- Cutaneo lateral antebraco 8 A- Retroauricular
9- Cutaneo anterior antebraco 9 A- Outros

Foram comprometidos nos pacientes com hanseniase neural pura 307
nervos, predominando nos membros inferiores. No total, os nervos sensitivos
(Figuras 10 e 11) foram mais comprometidos do que os sensitivo-motores.(Figura 8).
Foram incluidos no grupo de outros nervos: o retroauricular (1.0%) (Figura 7),
cutaneo lateral do antebraco (0.6%), cutaneo anterior do antebrago (0.6%), safeno
(0.6%) (Figura 11), cuténeo lateral da coxa (0.6%) (Figura 9), ulnar dorsal superficial

(0.6%) e o facial (0.3%) (Figura 6). (Tabela 05)

TABELA 5: RESULTADOS DISTRIBUIGAO DOS NERVOS COMPROMETIDOS
NA HANSENIASE NEURAL PURA

Nervos comprometidos

o
c 8 3 2 >3 £3 £z &g £ 3 2 33
=
BT 40 Uni 145 22 23 3 2 6 13 17 18 4 4 24 4 5
Bil 61 10 11 - - - 2 6 14 5 2 11 - -
TT 18 Uni 40 8 7 - - 2 3 4 5 - - 7 - 4
Bil - - - - - - - - - - - - - -
Total 58 307 50 52 3 2 8 20 33 51 14 8 53 4 9

* Os nervos comprometidos bilateralmente sdo contados em duplicidade na totalizaco.

** Qutros nervos: retroauricular, facial, cutineo-lateral do antebraco, cutédneo-anterior do antebraco,
ulnar dorsal, radial superficial,cutaneo-lateral da coxa e o safeno.

BT = Bordeline-tuberculéide; TT = Tuberculéide polar; Uni = Unilateral; Bil = Bilateral; SM = Sensitivo-
motor; S = Sensitivo.



HANSENIASE NEURAL PURA
CASOS CLINICOS

Fig. 06: Ramo cervical do facial
(Paciente 2)

Fig. 8: Nervo Ulnar com abscesso
e fistula (Paciente 57)

Fig.10: Nervo fibular superficial
espessado (Paciente 28)

Fig. 07: Nervo retroauricular
(Paciente 55)

Fig. 9: Nervo cutaneo lateral
da coxa espessado (Paciente
35)

Fig. 11: Nervo safeno espessado
(Paciente 56)

Fig. 12:

Nervo sural
espessado (Paciente 44)
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4.2.4- Exames complementares

4.2.4.1- Rotina laboratorial simples foi realizada em todos os pacientes, e constou
de hemograma, VHS, uréia, creatinina, eletrdlitos, glicemia de jejum, aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), fun¢do tireoideana (TSH,
T3 e T4), parcial de urina e parasitolégico de fezes. Estes exames tem por objetivo
avaliar possibilidades de doengas basicas como causas frequentes de neuropatias
intercorrentes e como seguimento clinico. Nesses exames nao foram encontradas

anormalidades.

4.2.4.2- Pesquisa baciloscopica: foi realizada em todos o0s pacientes com a
finalidade de diagnosticar possivel presenca de bacilos na pele, 0 que excluiria
hanseniase neural pura. A pesquisa de baciloscopia no esfregaco dérmico foi
realizada nos l6bulos de orelhas, cotovelos, joelhos €, pelo menos, em quatro pontos
coincidentes nas areas com alteracbes sensitivas efou motoras. A técnica
empregada constou de limpeza da area com alcool ou éter, pingamento da pele com
0 dedo polegar e o indicador, sob forte pressdo, para se obter isquemia,
caracterizada por branqueamento do local apds alguns segundos. A seguir, com
uma lamina de bisturi n® 15 foi feito um pequeno corte, de mais ou menos 2 mm de
comprimento por 2 mm de largura, com a borda n&o cortante da lamina, e
escarificacdo dos lados do corte, duas a trés vezes, até obter-se pequena
quantidade de material proveniente da subepiderme, sendo o material espalhado em
espiral numa lamina de vidro para secar, fixado pelo calor, corado pelo Fite-Faraco
com a técnica padrdo caracterizada: lamina coberta pela fucsina fenicada;
aquecimento da lamina durante cinco minutos, evitando fervura para nao alterar as
propriedades tintoriais e a morfologia dos bacilos; tratamento da amostra com

solucéo de alcool-acido cloridico, deixando-a gotejar sobre a ldmina inclinada, até
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que desaparecesse a remocgao de corante; lavagem em agua corrente; coloragcao
pelo azul de metileno durante cinco minutos; lavagem em agua e deixada para secar
ao ar livre; examinada com objetiva de imers&o. Foi destacado que o bacilo é

intracelular obrigatério, portanto a amostra obtida deve conter histidcitos na lamina.

A leitura da lamina foi efetuada a partir da escala logaritmica Ridley
ou indice bacteriolégico, obtido pela soma do nimero de cruzes (+) encontradas em,

no minimo, quatro esfregacos de diferentes areas [RIDLEY, 1974].

A pesquisa de bacilos na linfa dos esfregacos de pele foi negativa em

todos os casos

4.2.4.3- Eletroneuromiografia: todos os exames foram realizados em aparelho

Nihon-Kodhen — Neuropack 2, com dois canais, sendo alguns resultados e laudos
discutidos com mais de um neurofisiologista. Os pacientes tiveram os nervos dos
quatro segmentos explorados: mediano, ulnar e radial sensitiva-motor; fibulares
profundo e superficial, tibial posterior e sural, e, quando necessario, facial, ulnar
dorsal superficial, cutaneo lateral e medial do antebracgo, femoral, cutaneo lateral da
coxa, safeno, plantares medial e lateral. Na pesquisa de alguns nervos sensitivos foi
utilizado eletrodo de agulha com inser¢éo subepidérmica. Os musculos examinados
foram escolhidos de acordo com os resultados da neuroconducdo, associados ou

nao a avaliagdo clinica, e explorados com eletrodos de agulha coaxiais.

No estudo eletroneuromiografico por formas clinicas foram encontrados
quatro padrées de mononeuropatias: sensitiva-motora multipla, sensitiva multipla;
sensitiva-motora e sensitiva. O padrdo de mononeuropatia sensitiva-motora multipla
foi o mais presente com 62,0% do total do casos, sendo 80% dos casos BT (Tabela

6).
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HANSENIASE NEURAL PURA POR FORMAS CLINICAS
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FORMAS CLINICAS

PADRAO CASOS BT TT
izrﬁ:ll;/a motora 36 32 4
Sensitiva-multipla 7 2
Sensitiva-motora 11
Sensitiva 4 0
Total 58 40 18

BT= Borderline-tuberculdide; TT=Tuberculdide polar; Total = Total de casos

Os principais padrbes eletrofisiolégicos encontrados foram avaliados

conforme a duracéo da doencga até o diagndstico, no intuito de sugerir uma definicdo

para o dano neural no espectro tempo. Os quatro padrdes principais ja referidos

foram subdivididos em desmielinizante, axonal e misto (desmielinizante e axonal),

segundo critérios descritos [AD HOC SUBCOMMITTE OF THE AMERICAN ACADEMY OF NEUROLOGY AIDS

TASK FORCE, 1991].

Na forma tuberculdide ocorreu a unica lesdo puramente desmielinizante

(5,5%) em um doente com mononeurite sensitiva nos primeiros seis meses de

doenca. O padrédo axonal somou 8 casos, dos quais 5 (27,8%) nos primeiros seis

meses e 3 doentes (16,7%) (Figura 13) apds esse periodo (Figura 13). O padréao

misto foi 0 mais encontrado, 9 doentes (50,0%), todos nos primeiros 24 meses.

(Figura 14) (Tabela 07).
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TABELA 07 — PADROES ELETROFISIOLOGICOS DE NEUROPATIA NA FORMA
TUBERCULOIDE DA HANSENIASE NEURAL PURA POR TEMPO DE DOENGA

DADOS ELETROFISIOLOGICOS
Flgrmas gﬁg”n%c; Sensitiva-motora Sensitiva- Mononeuropatia Mononeuropatia 4
clinicas  meses) multipla multipla sensitiva-motora sensitiva (Doentes)
Des Axo Mis Des Axo Mis Des Axo Mis Des Axo Mis

TT <24 0 1 3 0 2 0 0 1 6 1 1 0 15
> 24 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2 0 03
Total (Doentes) 0 1 3 0 3 0 0 1 6 1 3 0 18

Des = Desmielinizante; Axo = Axonal; Mis = Misto

Na forma de hanseniase borderline-tuberculdide as lesbes
desmielinizantes foram encontradas em 12,5%, todos nos primeiros 24 meses de
evolucdo da doencga, predominando na forma sensitiva-motora multipla (10,0%). O
padrdo axonal somou 32,5%, sendo 27,5% nas apresentacfes sensitiva-motora e
mononeuropatia sensitiva multipla.com distribuicdo aproximada nos dois periodos de
tempo. O padrédo misto ocorreu em 550% do total, sendo 45,0% desses nos

primeiros 24 meses e 52,5% do tipo sensitiva-motora multipla. (Tabela 08).

TABELA 08 — PADROES ELETROFISIOLOGICOS DE NEUROPATIA NA FORMA
BORDERLINE-TUBERCULOIDE DA HANSENIASE NEURAL PURA POR TEMPO

DE DOENGA
DADOS ELETROFISIOLOGICOS
Formas Tempo Sensitiva-motora Mononeuroptia Mononeuropatia
lini Doenca v Sensitiva-multipla o " Total
clinicas multipla sensitiva-motora sensitiva
(meses) . . . — (tempo)

Des Axo Mis Des Axo Mis Des Axo Mis Des Axo Mis
BT <24 4 2 17 0 3 0 1 1 1 0 0 0 29
>24 0 5 4 0 1 0 0 1 0 0 0 0 11
TOTAL 4 7 21 0 4 0 1 2 1 0 0 0 40

Des = Desmielinizante; Axo = Axonal; Mis = Misto
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Fig. 13: Nervo radial superficlal com Fig. 14: Nervo ulnar com blogqueio de
diferenca de amplitude entre os lados. conducéo e dispersdo temporal
(Paciente 19). (Paciente 51).

4.2.5- Coleta de amostras do nervo periférico

Os nervos foram escolhidos de acordo com a area correspondente de
anestesia ou hipoestesia, espessamento nitido ou duvidoso e alteragdes
eletrofisiolégicas definidas. Preferencialmente, foram biopsiados os nervos em toda
a sua espessura. Na maioria dos casos foram biopsiados nervos sensitivos (Figura
15). Nos casos das mononeuropatias de nervos mistos, como ulnar e fibular
profundo, esses nervos foram poupados, retirando apenas um fragmento do
epineuro (Figura 16). No caso do nervo radial superficial, as bidpsias foram
fasciculadas. Os nervos foram biopsiados e divididos em dois fragmentos: um fixado
em goma de ‘“adragath” para histopatologia e outro colocado em um tubo
‘eppendorf” para PCR, ambos congelados com nitrogénio liquido. A analise
histopatoldgica das amostras de nervos e a PCR foram realizadas nos Laboratoérios
de Histoquimica e Biologia Molecular do Servico de Doencas Neuromusculares do

Hospital de Clinicas da UFPR.
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Para bidpsia foram escolhidos, preferencialmente, o nervo sural em 38
casos (Figura 15); o ulnar sensitivo-motor em 7 casos (Figura 16); o fibular
superficial em 6 casos; o radial superficial em 4 casos; o ulnar dorsal, safeno e
cutaneo-lateral da coxa um nervo de cada doente. Nenhum nervo foi escolhido sem

espessamento nitido e/ou anormalidade eletrofisiologica (Grafico 01).

0
7% 5A) I Sural

10% M Ulnar
Fibular
Radial
0
12% superficial

66% [mOutros

Grafico 1- Distribuicdo dos nervos biopsiados na hanseniase neural pura

BIOPSIAS DE NERVOS

Fig 16: Epineurotomia e bi6psia do nervo
ulnar (Paciente 29)

Fig.15: Biépsia de nervo
sural (Paciente 30)
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4.2.6- Técnicas de histopatologia do nervo periférico

Foram efetuados cortes finos (4 e 8 u ) das amostras de nervo fixadas em
goma de “adragath”’, sendo entdo estes fragmentos colocados em laminulas e
mantidos em temperatura ambiente por 30 min. A seguir eram colocados num
suporte e corados pelas técnicas de Hematoloxina-Eosina (HE), Gomori e Fite-

Faraco modificados.

A) Hematoxilina-Eosina: os fragmentos eram corados com hematoxilina durante dez

minutos; lavados com agua destilada, tindo o excesso de hematoxilina; corados com
eosina por 20 min; desidratados em alcool a 80% e nos demais alcoois graduados.
Por fim, limpeza com xilol graduado de 5 a 10 vezes, sendo os cortes montados em

meio sintético (Balsamo do Canada) (Figuras 17 e 18).

B) Gomori_modificado _por Engel & Cunninghan (1963): os fragmentos eram

colocados na hematoxilina por 10 min; lavados com agua destilada para remover 0
excesso de hematoxilina; corados em solugdo de tricromo por 20 min; desidratados
em alcool graduado. A seguir, fazia-se a limpeza com xilol graduado e as laminulas

montadas em meio sintético (Balsamo do Canada) (Figuras 19 e 20).

C) Eite-Faraco modificado: os fragmentos foramm corados com fucsina de Ziehl por

20 min; lavados em agua corrente e-descorados com a solu¢do de acido sulfurico a
2%, contrastando com alcool puro até aparecer um tom roseo desejado e lavadas
em agua corrente para retirar 0 excesso de corante. Apds secados, 0s cortes eram

montados em meio sintético (Balsamo do Canada) (Figura 21).



HISTOPATOLOGIA

Fig. 17: Nervo normal. Coloracdo HE. Fig. 18: Granuloma. Coloracio HE.
Barra 200 p . (Paciente 8) Barra 90 . . (Paciente 13)

Fig 19: Granuloma com necrose
caseosa.Coloracdo Tricomo de Gomori. inespecifico. Coloragdo-Gomori tricromo.
Barra 100 n . (Paciente 33) Barra 50 u. (Paciente 43)

Coloracdo Fite-Faraco. Barra 20 . .
(Paciente 37)

69
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4.2.7- Extracao do DNA de amostras do nervo periférico

A extracdo do DNA foi realizado com base no protocolo aplicado na
FioCruz [santos, 1993], sendo algumas etapas modificadas: Ao fragmento de nervo
biopsiado e congelado foram adicionados 50 ul de NaOH 0,5 M (Hidréxido de sddio),
seguindo com incubacdo a 54° por 10 min com agitacdo ocasional. Apds, foram
adicionados de NaH2P0O4 1M (Difosfato de sddio) para neutralizar a solugéo,
centrifugacado a 14.000 rpm por 10 min, sendo descartado o sobrenadante. A
amostra era ressuspendida em 100 ul de 60 mM Tris-HCI pH 8,8 (Tris-acido
cloridico). A seguir procedia-se a lise celular com 60 ug proteinase K a 50° C por 30
min, seguindo-se inativagdo da proteinase por 5 min a 95° C. Nova lise celular era
realizada por meio de choques térmicos (seis ciclos de congelamento rapido por
imersdo em nitrogénio liquido durante 3 min, intercalados por fervura da amostra por
10 min. Finalmente, uma centrifugacdo por 30 seg para precipitar o liquido

evaporado que ficava na tampa do tubinho.

ApoOs esses procedimentos de extracdo do DNA realizava-se a

amplificagéo pela técnica da PCR.

4.2.8- Técnica de amplificagao pela reacao em cadeia da polimerase

para deteccao de DNA do Mycobacterium leprae

Foram amplificadas sequéncias especificas do DNA do M. Jleprae
utilizando-se os primers ML1 (2322 — 2341) GCACGTAAGCCTGTCGGTGG e ML2
(2674 — 2693) CGGCCGGATCCTCGATGCAC, conforme descrito por Woods & Cole
(1989). Em um microtubo de 0,5 ml era preparado o “Supermix PCR’ constituido por

uma solugéo tampé&o de PCR 1x.: 19 mM Tris-HCI (pH 7,8) + 2,75 mM KCI + 1,42mM



71

MgCI2 + 190 uM de cada dNTPs (A, T,C,G) + 0,50 U Taq polimerase. Em seguida
adicionava-se primers, sendo ML1 20,4 pmoles (0,68 ul) do primer ML1e ML2 22,8
pmoles (0,76 ul) do primer ML2, ambos retirados de uma solugcdo estoque de 30
pmoles/ul. A esse “Supermix” adicionava-se entdo 2,5 ul da amostra de DNA
extraido da biopsia de nervo. Apos uma rapida centrifugacdo (Microcentrifuga
modelo 5460 C-Eppendorf) por 5 segundos, para baixar os residuos nas paredes do
tubo. Os microtubos com os reagentes eram colocados no termociclador modelo
PTC-200 (“Peltier Thermal Cycler” da MJ Research para um esfriamento a 2° C por
1:30 min e um aquecimento até 80° C por 1 min, momento no qual se adicionava 1 pl
de Taq DNA polimerase (Centro de Biotecnologia-UFRGS). A seguir, eram repetidos

44 ciclos nas seguintes temperaturas e tempo:
- desnaturagao a 92° C (1:30 min);
- hibridizagdo ou anelamento a 55° C ( 2:30 min);
- extensdo a 72° C( 2:00 min);

No final desses ciclos de amplificac&o, era feita uma extenséo final a 72° C
durante 7:00 minutos. Quando necessario, o material amplificado era estocado em

geladeirade 2 a 5° C.

4.2.9- Eletroforese em gel de poliacrilamida

Apos amplificado procedia-se as seguintes etapas: Preparo das placas de
vidro em cuba de eletroforese, separadas por espacadores de 0,8 mm e fixadas com
grampos metalicos. Uma solugéo gel de acrilamida a 7%, antes da polimerizacéo,
era despejada, colocando-se um pente na por¢do superior e aguardando-se a

polimerizac&o do gel. Em cada dos “pocinhos” formados no gel adicionav-se 10 ul de
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cada amostra amplificada acrescida de 5 pl dos corantes xileno cianol e azul de
bromofenol. No 1° e no ultimo “pocinho” de cada gel era colocado o marcador de
peso molecular de 100 pb. Em todos os experimentos foram amplificados um
controle positivo de DNA M. leprae (DNA purificado a partir de M. Leprae extraidos
do figado de tatus fornecido pela FioCruz) e um controle negativo que correspondia
a DNA extraido de bidpsias de nervo de neuropatia ndo hanséncas. Fazia-se uma
corrida eletroforética vertical de gel em tampao TBE (Tris-Borato-EDTA) 5x, com
uma fonte ligada a 200 V (Aparato de eletroforese da Gibco BRL) por
aproximadamente, duas horas, ou seja, até que a solugdo corada atingisse a parte

inferior da placa, quando era retirada para coloragéo.

4.2.10- Colaracao e fixacao

A placa de gel era lavada com &cido nitrico (HNO3) a 1% por 3 minutos,

seguido de duas lavagens rapidas com agua destilada. O gel era coberto com
solucédo de nitrato de prata (AgNO3) por 30 minutos. Apds retirada a solugdo de
nitrato de prata, a placa era novamente lavada duas vezes com agua destilada e
adicionados 50 ml de bicarbonato de sddio (Na2C03) e 1/3 (60 ml) de solugéo
preparada de formaldeido Apds o0 escurecimento dessa solu¢do, adicionavam-se 0s
2/3 restantes (120 ml). Apos o aparecimento das bandas no gel, a solugcdo era
retirada e a placa de gel lavada por duas vezes com agua destilada. Esta coloragéo
era fixada com uma solucéo de acido acético a 10% por 5 min, seguida de lavagem
com agua destilada por duas vezes. A placa de gel corada e fixada era colocada

entre duas folhas de transparéncia com as laterais vedadas com uma fita adesiva.
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Desse modo, podia-se fazer a visualizacdo no gel das bandas que

correspondiam a fragmentos de DNA de M. leprae de 372 pb. (Figura 22).

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

59 "
b 4 1000
| 600

. LS N—— 372
300

pb

M CPCN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Fig 22: Placa de gel de poliacrilamida corada com prata e visualizagéo das
bandas que correspondem a fragmentos de DNA de M. leprae com 372 pb.
(M = Marcador; CP = Controle positivo; CN = Controle negativo;

pb = Pares de bases; 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 = Pacientes 57, 37, 13, 22, 10, 16,

777777777

25, 27, 35, 40, respectivamente).

4.3 - METODOS ESTATISTICOS

Foram realizados testes estatisticos para avaliar a sensibilidade e

especificidade da reagcdo em cadeia da polimerase na hanseniase neural pura

Foi definido como SENSIBILIDADE a propor¢édo de individuos com a
doenca que tem um teste positivo.A caracterizacdo de ESPECIFICIDADE foi

baseada na proporgao dos individuos sem a doenga que tem um teste negativo. Em
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suma, a Sensibilidade de um teste € a auséncia de resultados falsos negativos e a

Especificidade é a auséncia de falsos positivos (MOTTA & WAGNER, 2003)
A formula utilizada para o calculo da sensibilidde foi:

Sensibilidade = numero de doentes com teste positivo (a) divididos pela

soma dos doentes com teste positivo (a) e doentes com o teste negativo (b)

Se= —32— x 100

a+b
Para o calculo da especificidade, a formula é a seguinte:
Especificidade = numero de individuos sem doenca e com teste negativo
(c) divididos pela soma dos individuos sem doenca com teste positivo (d) mais os

individuos sem doencga e com teste negativo.

Es= —=—— x 100

C+ i
Os dados estatisticos obtidos nesse estudo foram apresentandos dentro

de tabelas e graficos, recorrendo-se a analise descritiva e comparativa utilizando-se

de testes n&o paramétricos como o qui-quadrado para amostras independentes.

O nivel de significancia adotado foi igual ou menor do que 5% (0,05).
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5 - RESULTADOS

Os resultados da histopatologia e da reagdo em cadeia da polimerase dos

nervos de cada paciente estdo na Tabela 9.

Os 40 doentes com forma BT apresentavam indice baciloscépico (IB) = 0
ou inferior a 3, sendo 19 casos IB = 0 (47,5%); 7 casos IB =1 (17,5%); 10 casos IB =
2 (25,0%) e 4 casos IB = 3 (10,0%). Nesse grupo trés pacientes (casos 37, 47 e 54)
apresentavam mononeuropatia sensitivo-motora multipla, cujas bidpsias do nervo
sural apresentaram alteracdes inflamatorias inespecificas no paciente 37 e presenca
de granuloma pouco definido nos outros dois (casos 47 e 54). Os trés pacientes
apresentaram indice baciloscopico (IB=3), células de Virchow na histopatologia e
PCR positiva.

Dois exames histopatoldgicos (casos 7 e 8), considerados normais e
classificados clinicamente como formas BT, e apresentam PCR positivas.

Os dados histopatoldgicos mais frequentes foram granuloma com necrose
caseosa e fibrose na forma TT, e granuloma pouco definido com fibrose e presenca
de BAAR na BT. Nos dados encontrados, a presenga do granuloma com necrose
caseosa (p = 0,003) e granuloma pouco definido (p = 0,011) tém significancia
estatistica na relacdo com as formas clinicas da doenc¢a (Tabela 10).

O BAAR foi positivo em 34.5% do total de 58 casos de hanseniase neural
pura, € somente nos doentes BT, nenhum TT. Foi encontrada relagdo estatisistica
significante entre a positividade do BAAR nos nervos e as formas clinicas da doenca

(p = 0,001) (Tabela 11).



TABELA 9 - RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS E DA PCR
NA HANSENIASE NEURAL PURA

Granuloma Granuloma

Caso Forma  com pouco gy e INESPecifico g B PCR
necrose definido
caseosa

1 BT + - - - + 1 +
2 BT + - - - - 0 +

3 BT - + - - - 0 +
4 BT - + + - + 1 +

5 BT - + - - + 2 +
6 BT - + - - + 1 -

7 BT - - - - - 0 +

8 BT - - - - - 0 +

9 BT - + - - - 0 +
10 BT - - - - + 2 +
11 BT - - + - + 2 -
12 BT - + - - + 1 +
13 TT + - - - - 0 -
14 BT + - - - + 2 +
15 BT + - + - - 0 +
16 BT - - + - + 2 +
17 BT - - + + - 0 +
18 BT - + - - - 0 +
19 TT + - + - - 0 -
20 BT - - - + - 0 -
21 BT - - + - - 0 -
22 TT - + - - - 0 -
23 BT - + - - + 1 +
24 BT - + - - + 2 +
25 BT - + - - + 2 +
26 BT - - - + + 1 +
27 BT - + - - + 2 -
28 TT - - + - - 0 -
29 TT + - - - - 0 -
30 BT + - - - - 0 -
31 BT + - - - - 0 -
32 BT - + - - - 0 -
33 TT + - - - - 0 -
34 TT + - - - - 0 -
35 BT - - + - - 0 +
36 BT - + - - - 0 -
37 BT - - - + + 3 +
38 BT - + - - + 2 -
39 TT + - - - - 0 -
40 TT + - - - - 0 +
41 TT + - - - - 0 -
42 TT - - + + - 0 -
43 TT - - - + - 0 -
44 BT - - - + - 0 +
45 TT + - - - - 0 -
46 BT - + - - + 2 -
47 BT - + - - + 3 +
48 BT - + - - + 3 +
49 TT - - + - - 0 +
50 BT - - + - - 0 +
51 TT + - - - - 0 -
52 BT - + - - - 0 -
53 TT - - + - - 0 -
54 BT - + - - + 3 +
55 BT + - - - - 0 -
56 TT + - - - - 0 -
57 TT - + - - - 0 -
58 BT + - + 1 +

BT =,Borderline-tubercuIc’)ide; TT = Tubercul6ide; BAAR = Bacilo alcool-acido-resistente;
IB = Indice baciloscopico; PCR = Reac&do em cadeia da polimerase; + = Positivo; - = Auséncia.
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TABELA 10 : DADOS HISTOPATOLOGICOS DOS NERVOS NA HANSENIASE
NEURAL PURA POR FORMAS CLINICAS*

FORMAS CLINICAS

BT TT
NUmero % Numero % x?"
40 18
Sar:‘;‘g'szma com Necrose 7 17,5 11 61,1 0,003
Granuloma pouco definido 20 50,0 2 11,1 0,011
Fibrose 8 20,0 5 27,7 0,363
Inespecifico*** 4 12,5 3 11,1 0,374

BT = Borderline-tuberculdide; TT = Tuberculbide

* Alguns doentes apresentaram mais de uma alteracio histopatolégica

** X Qui-quadrado com corregéo de Yates < 0,05.

*** Alteracdes inespecificas caracterizadas por um infiltrado linfo-mononuclear difuso, sem a presenca
de granuloma e/ou BAAR.

TABELA 11 — DISTRIBUIGAO DOS RESULTADOS DO BAAR NOS NERVOS NA
HANSENIASE NEURAL PURA POR FORMAS CLINICAS

FORMAS CLINICAS

BT 1T Total
Negativo 20 18 38
BAAR
Positivo 20 0 20
Total 40 18 58

BT = Borderline-tuberculéide; TT = Tuberculdide; BAAR = Bacilo alcool acido resistente

X*=11,613; p = 0,001

A PCR foi positivo em 50.0% do total dos pacientes, sendo 67,5% na
forma BT e 11,1% na TT com nitida significancia estatistica entre o teste e as formas

clinicas da doenca (p < 0,001) (Tabela 12).
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TABELA 12 — DISTRIBUIGAO DOS RESULTADOS DA PCR (M. LEPRAE) NOS
NERVOS NA HANSENIASE NEURAL PURA POR FORMAS CLINICAS

FORMAS CLINICAS

BT TT Total
Negativo 13 16 29
PCR
Positivo 27 2 29
Total 40 18 58

BT = Borderline-tuberculéide; TT = Tuberculéide; PCR = Reacdo em cadeia da polimerase

X°=13,614; p = 0,001

A PCR foi positiva em 14 (36,8%) dos 38 casos com BAAR negativo, dos
quais 12 (31,6%) eram da forma BT e 2 (5,2%) da forma TT. Foram encontrados 5
casos (25,0%) BAAR positivo e PCR negativa, mas foi estatisticamente significante

arelacdo entre PCR e BAAR (p = 0,013) (Tabela 13).

TABELA 13 — DISTRIBUIGAO DOS RESULTADOS DA PCR (M. LEPRAE) E
BAAR NOS NERVOS NA HANSENIASE NEURAL PURA

PCR
Negativa Positiva Total
Negativo 24 14 38
BAAR
Positivo 5 15 20
Total 29 29 58

PCR = Reacdo em cadeia da polimerase; BAAR = Bacilo alcool &cido resistente
X*=6,182 ;P =0.013

Os pacientes tiveram um tempo de evolugédo da doenga até o diagndstico
de 28,3 meses na forma clinica BT e 24,3 meses na TT. Considerando esse tempo

dividimos o tempo de evolucédo da doenca até 24 meses e com periodo superior a
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essse tempo. Com tempo inferior a 24 meses, inclusive, foram 44 casos (75,9%)
divididos nas formas clinicas BT, 29 (65,9%) e TT, 15 (34,1%). Com um periodo
superior a 24 meses, 14 (24,1%) casos (BT, 11 (78,6%) e TT, 3 (21,4%). Nao foram
significantes as relagdes estatisticas entre tempo de doenga e formas clinicas (p =

0,575) (Tabela 14).

TABELA 14: PACIENTES COM HANSENIASE NEURAL PURA DISTRIBUIDOS
SEGUNDO FORMA CLINICA E TEMPO DE DOENGA ATE O DIAGNOSTICO

Tempo de doenga FORMAS CLINICAS

(meses)
BT TT Total
<24 29 15 44
> 24 11 3 14
Total 40 18 58

BT = Borderline-tuberculdide; TT = Tuberculbide

X* =0,314; p=0.575

Nos primeiros 24 meses de doenca (n=44 casos; BT, 29 e TT, 15), os
principais achados histopatologicos foram o granuloma com necrose caseosa na
forma TT, a presenca do BAAR e granuloma pouco definido na forma BT. A
positividade da PCR foi encontrada em toda evolugéo da doenca na forma BT e na
TT apenas nos primeiros 24 meses. Observa-se nitida significancia estatistica
quanto a uma maior presenca do BAAR nos primeiros 24 meses da doenca. Nao
ocorreu diferenca estatisticamente significante entre os diversos achados
histopatoldgicos e a PCR em relagdo ao tempo de doenga sem diagndstico. A
positividade do BAAR ¢é significante, do ponto de vista estatistico nos primeiros 24

meses (Tabela 15).
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TABELA 15- PRINCIPAIS DADOS HISTOPATOLOGICOS, BAAR E DAPCR

(M LEPRAE) NAS FORMAS TUBERCULOIDE E BORDERLINE-TUBERCULOIDE
DA HANSENIASE NEURAL PURA POR TEMPO DE DOENGA

DADOS

TUBERCULOIDE

BORDERLINE-

TUBERCULOIDE

HISTOPATOLOGICOS, Significancia Significancia

BAAR E DA PCR (p) (p)

<24 meses > 24 meses < 24 meses > 24
N° Casos N° Casos N° Casos N° Casos

Granuloma com 11 1 0,347 4 3 0502
necrose casesosa
Granuloma pouco 2 0 0,084 15 6 0,484
definido
Fibrose 3 1 0,347 4 4 0,250
Inespecificos 2 0 1,000 3 3 0,894
BAAR positivo 0 0 - 18 2 0,034
PCR (M. leprae) 2 0 1,000 20 7 1,000

PCR = Reacdo em cadeia da polimerase;BAAR = Bacilo alcool acido resistente; N° = Namero de

casos

Os sinais cardinais como espessamento neural com alteragbes sensitivas

e positividade do BAAR no nervo puderam ser relacionados com os achados

histopatolégicos, BAAR e PCR positivos. O espessamento de nervos com alteragdes

sensitivas foi encontrado em 87.7% dos casos, sendo 87.5% BT e 88.8% TT. Nao

foram estatisticamente significantes as relagbes entre os achados clinicos,

histopatoldégicos e PCR, exceto para o espessamento neural e a presenga de

granuloma pouco definido. (p = 0,047).

Nos pacientes com diagndstico de neuropatias ndo hansénicas estudados

os diagnédsticos clinico, o eletrofisioldgico e os histopatolégicos foram assim
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distribuidos: vasculite, 8 (38,1%); neuropatia sensitivo-motora hereditaria, 7 (33.3%);
amiloidose, 3 (14.3%); panarterite nodosa, 2 (9.5%); distrofia neuroaxonal, 1 (4.8%);
vasculite, 1 (4.8%). Todos os doentes apresentaram alteracbes sensitivas no exame
clinico e eletrofisiologico. O espessamento neural evidente foi encontrado em 4
(19.0%) doentes, sendo 3 (14.3%) com neuropatia sensitivo-motora hereditaria e 1
(4.8%) com amiloidose. Todas as bidpsias foram do nervo sural. Em nenhum dos
doentes foram encontrados granuloma com necrose caseosa, granuloma pouco
definidos, fibrose de nervo, alteracdes inespecificas ou, positividade na pesquisa do
BAAR e PCR (Tabela 16).

Os testes de sensibilidade e especificidade dos sinais cardinais clinicos da
neurite hansénica pura (alteragbes sensitivas, espessamento neural e presenca do
BAAR), dados histopatologicos e da PCR foram variaveis.

O teste de sensibilidade apresentou alto percentual no espessamento do
nervo nas formas TT da hanseniase. O granuloma com necrose caseosa e presenga
do BAAR foi de médio percentual na forma BT. O valor do teste da PCR foi elevado
na forma BT . O valor do teste da PCR foi elevado na forma BT e baixo na TT

(Tabela 17).
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TABELA 16 RELAGAO DOS DADOS GERAIS, HISTOPATOLOGICOS, BAAR E DA PCR
NOS PACIENTES COM DIAGNOSTICO DE NEUROPATIAS NAO HANSENICAS

g
£ 2 EF S
g 2 5, 5. S22 o & _= o
s g g £ ; 5 ES 22 ESsgE 8 5 £% &2
S & £ & g 8 9s 22 2355 £ & S¢ 23
g oY °2 6
<L
01 F 13 3355 NSMH + + Sural - - - - -
02 M 35 2145 NSMH + - Sural - - - - - -
03 M 30 3375 Vasculite + - Sural - - - - - -
04 M 38 1738 NSMH + - Sural - - - - - -
05 M 56 1792 Amiloidose + - Sural - - - - - -
06 M 26 3424 Distrofia neuroaxal + - Sural - - - - - -
07 F 59 3113 Panarterite nodosa + - Sural - - - - - -
08 M 60 3122 Vasculite + - Sural - - - - - -
09 F 32 2985 Vasculite - LES + - Sural - - - - - -
10 M 30 3402 Vasculite + - Sural - - - - - -
11 F 61 3405 Vasculite + - Sural - - - - - -
12 M 30 3437 Vasculite + - Sural - - - - - -
13 M 57 3499 NSMH + - Sural - - - - - -
14 F 10 2372 NSMH + + Sural - - - - - -
15 F 41 2418 Panarterite nodosa + - Sural - - - - - -
16 F 45 3495 Vasculite + - Sural - - - - - -
17 F 18 3384 NSMH + - Sural - - - - - -
18 F 46 3391 NSMH + + Sural - - - - - -
19 M 20 1897 Vasculite + - Sural - - - - - -
20 F 14 1448 Amiloidose + - Sural - - - - - -
21 M 30 2196 Amiloidose + + Sural - - - -

F = Feminino; M = Masculino; NSMH = Neuropatia sensitivo-motora hereditaria; LES = Lupus
eritematoso sistémico; PCR = Reacdo em cadeia da polimerase; BAAR = Bacilo alcool-acido-
resistente; + = Presenca; - = Ausente.
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TABELA 17 — CALCULO DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DOS DADOS
CLINICOS, HISTOPATOLOGICOS E DA PCR NA HANSENIASE NEURAL PURA

Hanseniase

Outras

Dados clinicos, histopatologicos . Sensibilidade Especificidade
e da PCR neural pura neuropatias o, o,
N=58 (N=21)

Espessamento Total 50 4 86,2 80,9
e Alteracodes 1T 16 88,8
sensitivas BT 34 85,0

Total 18 0 31,0 100
Gra;‘zlé’;‘:e com TT 11 61,1
BT 7 17,5

Total 22 0 37,9 100

Granuloma pouco

indefinido i y 11,1
BT 20 50,0

Total 12 0 20,6 100
Fibrose TT 4 22.2
BT 8 20,0

Total 8 0 13,7 100
Inespecificos TT 2 11,1
BT 6 15,0

Total 20 0 34,5 100

BAAR T 0 0

BT 20 50,0

PCR Total 29 0 50,0 100
(ML leprae) T 2 1.1
BT 27 67,5

BT = Borderline-tuberculéide; TT = Tuberculbdide; N° = Nimero; % = Percentuais;
BAAR = Bacilo alcool-acido resistente; PCR = Reacdo em cadeia da polimerase
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6 — DISCUSSAO

6.1-Generalidades

O diagndstico da hanseniase neural pura € dificil. Contribui para tal o
desconhecimento dos sinais e sintomas precoces decorrentes do comprometimento
do sistema nervoso periférico, pois a maioria dos profissionais ndo atentam para o
fato da hanseniase ser uma doenga primariamente neuroldgica. Somam-se a iSso 0
fato de que hanseniase neural pura nem existe nas classificacbes utilizadas
habitualmente e as dificuldades para realizar exames como eletroneuromiografia,
biopsia de nervo ou mesmo técnicas como a PCR que podem auxiliar na
investigacdo da doenca. Do ponto de vista clinico, o diagnostico da hanseniase
neural pura depende do espessamento e déficit neural sensitivo e/ou motor, nem

sempre convincentes.

6.2-Histopatologia e o diagnoéstico

A presenca do BAAR foi encontrada em mais de 1/3 do total dos casos
estudados ou seja, com diferente cargas bacilares, na metade dos pacientes BT, e
nenhum TT. Apresentaram células de Virchow trés doentes, apesar do diagndstico
de forma BT. Do ponto de vista da classificagdo de Ridley & Jopling, dois desses
pacientes seriam HBB ou HBL. Portanto, pode-se observar que ha uma discrepancia
entre a classificacdo clinica e histopatolégica dos doentes, mesmo nas

apresentacdes de hanseniase neural pura.



87

Os critérios usados para a classificagdo atual da hanseniase, tendo por

base as lesdes de pele, ndo refletem as lesGes de nervo [NILSEN et al., 1989; ANTIA & PANDYA,

1970; SRINIVASAN et al., 1982].

Um estudo na Etidpia, 8 pacientes, cujo diagndstico foi de hanseniase
através de bidpsia de pele e nervo, constatou trés padrées histopatologicos em 44
casos (55,5%): diagnéstico confirmado na pele e nervo, 28 casos (64,0%); negativo
na pele e positivo no nervo, 14 casos (32,0%) e negativos em ambos, 2 casos
(4,5%). Foi definido nesse estudo que as bidpsias de pele seriam classificadas
histologicamente de acordo com Ridley & Jopling (1966) e as bidpsias de nervo com
IB > 2 como multibacilares e IB < 1 paucibacilares. Dentre 11 doentes (25,0%) com
diagndstico de hanseniase multibacilar em nervo ou pele, havia 8 doentes (73,0%)
com hanseniase multibacilar no nervo e paucibacilar na pele, enquanto em apenas 3
(27,2%) foram coincidentes as quantidades de bacilo em pele e nervos [NILSEN et al.,
1989]. Contudo, autores descrevem pacientes com hanseniase, tendo altas cargas

bacilares (IB > 2) nos nervos sem correspondéncia com lesdes dermatoldgicas [ANTIA

et al.,, 1970; ANTIA & PANDYA, 1976; SRINIVASAN et al., 1982; FLEURY, 1995; NEGESSE, 1988].

No presente estudo, do ponto de vista clinico, 10% dos pacientes
classificados como BT seriam BB ou BL ou seja, multibacilares com tendéncia ao
polo llepromatoso da doencga. Estes dados n&o diferem daqueles encontrados na

literatura consultada [RIDLEY & JOPLING, 1966; NILSEN et al., 1989; ANTIA et al., 1970; ANTIA & PANDYA, 1976;

SRINIVASAN et al., 1982; FLEURY, 1995; NEGESSE, 1988].

O estudo histopatoldgico da amostra do presente estudo teve como dados
mais frequUentes a presenca de granuloma com necrose caseosa, 0 granuloma
pouco definido, a presenca de BAAR e a fibrose neural. O granuloma com necrose
caseosa foi mais encontrado nos casos TT e o granuloma pouco definido nos

doentes BT. A presenca de BAAR foi vista apenas nos casos BT. Portanto,
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evidencia-se ha uma dificuldade para classificar a doenga de acordo com os dados
histopatoldgicos e a positividade bacilar na pele e nervo.

Para Ridley e Jopling, no trabalho original da classificagdo imuno-
histopatologica, a histologia dos nervos € essencialmente a mesma da pele, exceto
a necrose caseosa que € considerada muito precoce no tecido neural, ocorrendo
apenas nos grupos TT e BT [RIDLEY & JOPLING, 1966]. Nesses casos, 0s bacilos sdo mais
numerosos e encontrados com mais facilidade no nervo do que no granuloma da
pele. A lesdo neural depende da resposta imunolégica do individuo e,
possivelmente, a hanseniase neural pura tenha relacdo com particularidades
imunoldgicas [RIDLEY et al, 1994]. Um estudo de 53 bidpsias de pele e nervo encontrou
lesbes dérmicas discretas, histologicamente definidas e classificaveis, quando ainda
nao existiam lesdes clinicas. Esse estudo sugeriu um papel importante da biopsia de
nervo na hanseniase neural pura, determinando o diagndstico em 28.3% [CHIMELLI etal.,
1997]. Uma avaliagdo de 77 pacientes com biopsia de nervo cuténeo na hanseniase
neural pura demonstrou que quase a metade dos pacientes (49,4%) tiveram seu
diagnéstico confirmado pela histopatologia acos & MATHAI, 1988]. Nesse estudo todo o
espectro da hanseniase estava representado, devendo ser destacado que BAAR foi
encontrados nas formas TT (n=8) em 25,0% e das formas BT (n=21) em 100%.
Nessa pesquisa, 0s pacientes de hanseniase neural pura correspondiam a 36,6%
(N=30) [PANNIKAR et al., 1983].

Os resultados da amostra aqui estudada séo coincidentes com outros que
avaliaram somente pacientes com forma neural pura [PANNIKAR et al, 1983] OU doentes
PB e MB [shi L et al, 2000, mas sdo discordantes de outros estudos que incluiram tanto
doentes multibacilares (HL, HBL, HBT) quanto paucibacilares (HT, Hanseniase

Indeterminada) e sem diagndstico definido acos & MATHAI 1988]. Portanto, amostras
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contendo pacientes com com diferentes formas clinicas apresentaram resultados

diversos daqueles que estudaram apenas a forma neural pura.

6.3-Reacao em cadeia da polimerase e o diagnoéstico

No presente estudo a PCR foi positiva na metade dos doentes analisados,
seis vezes mais nas formas classificadas como BT. Indicativos da presenca do
Mycobacterium leprae no nervo foi ampliado de 34,5% (20 casos) na histopatologia
para 58,6% (34 casos) na PCR, considerando os doentes PCR positiva pesquisa de
BAAR negativo.

Na literatura, a positividade do BAAR na microscopia dptica limita-se a 10*
bacilos/m|l da amostra [SHEPARD & McRAE, 1968]. Portanto, o diagndstico da infecgéo pelo
M. leprae nao é facil. A utilizagdo da biologia molecular, com técnicas baseadas na
PCR, tém aumentado a sensibilidade e a especificidade de deteccéo do M. leprae
[HARTSKEERL et al, 1989; WOODS & COLE, 1989; WILLIAMS et al, 1990; PLIKAYTIS et al, 1990; SANTOS et al., 1993;
SCOLARD et al. 1998]. Atualmente, a PCR baseada em detecc¢do de sequéncias especifica-
repetidas no DNA do M. leprae, apds extragéo e otimizagdo do DNA em diferentes
amostras (pélo, linfa, sangue e bidpsia), aliada a técnica da hibridizacdo, pode
detectar 100 ag (1 ag = 10" g) do DNA alvo, equivalente a 10% do genoma
bacteriano [sanTos et al, 1993]. DO ponto de vista pratico,a PCR poderia detectar o DNA
do M. leprae em 73% dos pacientes apresentando IB = 0 [yoON et al, 1993].

De forma geral os relatos avaliando neurite hansénica sem lesdo de pele
s80 escassos. Todavia, € imperiosa uma avaliagdo comparativa de estudos nas
lesbes neurais na hanseniase neural pura com as lesbes de pele na hanseniase.

Job e cols. (1997), estudaram 39 pacientes, com lesdes de pele suspeitas de
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hanseniase. diagnosticando do ponto de vista clinico 14 (35.8%) casos,
histopatoldgico 26 (66.6%), sendo desses, apenas 2 (5.1%) com BAAR positivos e
11 (28,2%) com PCR positiva. Portanto, a PCR aumentou cinco a seis vezes a
positividade da presenca do M. leprae nas amostras [JoB et al, 19970]. ISsSO foi
confirmado por outros estudos que demonstram a alta sensibilidade e especificidade

da PCR na detecgéo do M. /eprae [DE WIT et al., 1991; RAFI et al., 1995; SANTOS et al., 1993; YOON et al.,

1993].

Tem sido demonstrado que a positividade de deteccdo do M.leprae pela
histopatologia e PCR aumenta na medida que um numero maior de amostras é
examinado. Isto pode ser indicativo de que o M. /eprae esteja presente em quase
todas as lesbes ativas da doencga, porém em numero variavel e disperso nos tecidos,
tendo uma natureza focal nas lesdes, principalmente nas formas TT e BT. Portanto,
a frequéncia de detecgao € dependente de maior numero de amostras [CHEMOUILLI et al.,
1996; FLEURY & ARANDA, 1995; YOON et al, 1993]. Nas formas TT, BT e HI ha uma correlacéo
inversa entre a densidade do infiltrado celular (granuloma epiteldide e infiltrado linfo-
histiocitario) e amplificacdo positiva para a PCR. Isto pode ser indicativo da
positividade da PCR, refletindo a presenca de bacilos viaveis na bidpsia. Uma
resposta imune vigorosa pode resultar na morte do M. leprae com redugéo dos
niveis de DNA bacilar [pe wiT et al, 1993; NADKARNI & REGE, 1999]. Woods e Cole também
sugeriram que uma amplificagdo positiva reflete a presenca de M. Jeprae
potencialmente viaveis (woobs & COLE, 1989].

Por outro lado, a reacdo inflamatoria celular pode secretar alguns
mediadores que inibam a PCR [wiLLIAMS et al, 1990; DE WIT et al, 1991]. FOI descrito que a
metade dos casos de hanseniase IB negativo ndo tratados s&do PCR positivas [Lucas

& RIDLEY, 1989]. Nesses estudos nd&o ha referéncias sobre as formas clinicas da
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hanseniase, gerando dificuldades na avaliacdo comparativa e na aparente
discordancia das informacdes, inclusive com a amostra em estudo.

A histopatologia ndo deve ser considerada um exame “padrdo ouro”. E
grande a proporcao de exames com resultados negativos ou duvidosos, em doentes
sem duvida clinica, realizados por patologistas experientes [EBENEZER et al, 1996]. A
praticabilidade e a relacdo custo/efetividade da bidpsia e da PCR na detecgéo do M.
leprae devem ser avaliadas sobre as diferentes condi¢des laboratoriais [REPORT OF THE
INTERNATIONAL LEPROSY ASSOCIATION TECHNICAL FORUM, 2002].

Acredita-se que o tempo de duracdo da doenga possa interferir na
sensibilidade dos métodos a medida que os BAAR sao destruidos pelo organismo
ou mesmo apos tratamento regular ou ndo. Uma grande dificuldade para detec¢éo
do M. leprae nas bidpsias de nervos consiste na extragdo do DNA, em decorréncia

da extensiva fibrose nas formas pauci e alguns multibacilares [CHEMOUILLI et al., 1996].

6.4-Relacao entre a histopatologia e a reacdo em cadeia da

polimerase

Os dados histopatoldgicos por formas clinicas € tempo de duragédo da
doenca até o diagnostico nos primeiros 24 meses encontraram uma significativa
presenca de granulomas com necrose caseosa has formas TT e o granuloma pouco
definido nos BT. E expressiva a identificacdo do BAAR na histopatologia e PCR, nos
doentes BT. Nos TT nao foram observados bacilos na histopatologia, porém a PCR
foi positiva em pequeno numero de casos. S&o importantes a presenca de
granuloma com necrose caseosa nos casos TT e granuloma pouco definido nos BT,

bem como a positividade de bacilos na histopatologia e na PCR. Nos doentes com o
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diagnostico feito apos 24 meses, a presenga do granuloma pouco definido foi
relevante nos doentes BT e a fibrose neural duas vezes mais do que o granuloma
com necrose caseosa. O unico doente TT nesse periodo apresentou intensa fibrose
do nervo.

A positividade da PCR foi quase o dobro daquela encontrada para a
pesquisa do BAAR na histopatologia do nervo nos casos BT. Nos doentes TT néao
foram observados BAAR positivos.

Relatos descrevem a pesquisa da PCR positiva em bidpsias de pele,
revelando 87.1% de doentes MB (27 de 31) e 36.4% em casos PB (8 de 22). Esses
resultados caem de forma significativa quando repetidos a cada trés meses, durante
a poliquimioterapia [WICHITWECHKARN et al., 1995]. Na Republica Democratica do Congo,
foram estudados 110 doentes, tendo a histopatologia confirmado a suspeita clinica
de hanseniase em 31 casos (28,1%), sendo 23 (85%), MB e 8 (24%), PB.
Comparando o exame histopatologico e a PCR para o Mycobacterium leprae foram
obtidas uma sensibilidade de 51% e uma especificidade de 96% [LOSEKE et al, 2001].
Resultados semelhantes foram obtidos com a positividade do BAAR [WICHITWECHKAM et
al, 1995]. Recentemente, um trabalho analisou 90 amostas de 38 pacientes com
hanseniase indeterminada, apds poliquimioterapia (MDT) pauci e multibacilar. A
PCR para o M. leprae foi realizada em 18 casos (54,5%) apos um periodo de
seguimento clinico variando entre 4 a 6 anos. Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre os MB ou PB. Nesses pacientes nao existia
nenhuma manifestacéo clinica de doenc¢a ativa. Para esses autores, os achados da
PCR positiva associados ao fato de que apenas um pequeno numero de individuos
infectados desenvolvem a doenga hansénica, sugerem que a PCR deve ser

correlacionada a avaliac&o clinica nos casos de dificil diagnostico com as técnicas
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convencionais [SANTOS et al, 2001]. Esses achados trouxeram novas informacoes,
principalmente no que diz respeito aos casos PB, bem como observacdo sobre
aspectos da positividade da PCR apds longo periodo de tratamento
poliquimioterapico. Esses dados n&o coincidem com a literatura [JAMIL et al, 1993; RAFI et al,
1995], mas também foram observados na amostra estudada em questdo. Acredita-se
que uma diferenca na selecdo, mesmo sendo feita criteriosamente, pode interferir
nas analises, no que diz respeito ao tempo de doencga sem diagndstico, as formas
clinicas, possibilidades de tratamento paucibacilares em pacientes multibacilares,
persisténcia bacilar e reinfecgdo. Deve ser destacado ainda, que a PCR positiva é
indicativo da presenca do DNA do bacilo, ndo indicando que o M. leprae ainda
esteja VIVO [CHERMOUILLI et al, 1996; De WIT et al, 1991; IzUMI, 1999]. Nesse aspecto, pode-se
pensar que a resposta imunoldgica dentro do espectro da doenca deva ser
considerada, principalmente na forma neural pura, com particularidades que ainda
nao foram conhecidas na sua totalidade.

A sensibilidade e a especificidade dos sinais cardinais clinicos da neurite
hansénica pura (alteracdes sensitivas, espessamento neural presenca do BAAR),

dos achados histopatologicos e da PCR, tém sido descritos na literatura [GROENEN et al.,

1995, SAUNDERSON & GROENEN, 2000; PONNIGHAUS et al,, 1987, CROFT et al, 1998, LeMASTER et al., 1995].

Quaisquer desses sinais isolados sédo insuficientes como teste para diagndstico.
Poucos estudos contém dados suficientes para permitir os calculos necessarios para
esses testes.

No trabalho de Saunderson & Groenen (2000), os trés sinais cardinais
foram pesquisados em doentes na Etidpia. A sensibilidade foi de 97%, mas a
especificidade ndo foi determinada. A pesquisa do BAAR no esfregaco de pele nao
aumentou a sensibilidade do diagndstico, porque o diagnédstico clinico emprega dois

sinais na hanseniase (leséo de pele anestésica e espessamento neural). A avaliagéo
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da especificidade € limitada pela necessidade de informac¢des detalhadas nos
individuos que n&o tém a doencga. Isto dificulta a determinacéo da especificidade dos
testes diagnosticos na hanseniase [SAUDERSON & GROENEN, 2000; SAUDERSON et al., 2000%].

Ponnighaus et al. (1987), na Malasia, estudaram a hanseniase
paucibacilar e defenderam a alta especificidade dos sinais cardinais quando usados
corretamente. O estudo sugeriu que o diagnostico é facilitado se quaisquer dos
sinais forem encontrados.

No caso da hanseniase neural pura, a auséncia de lesdo de pele com
aspecto tipico ndo é incomum. O espessamento evidente de nervo exige
investigacdo complementar com métodos pouco usuais, como bidpsia de nervo. O
nervo biopsiado pode ser utilizado para diferentes estudos, como histopatologia,
imunohistoquimica, cultura do M. leprae no coxim plantar de camundongo, sorologia
e PCR [CHEMOUILLI et al., 1996; CHIMELLI et al., 1997].

O estudo histopatoldgico ndo pode ser considerado como “padr&o ouro”.
Leva-se em conta que uma grande propor¢do de casos clinicamente sem duvidas,
tem aspecto histologico negativo ou duvidoso, mesmo em maos de profissionais
experientes. E uma boa pratica a associacdo de dados clinicos e histopatolégicos. A
especificidade da histopatologia é alta, apesar das dificuldades de distinguir entre os
casos de reincidéncia e reacionais nos doentes tratados [BECX-BLEUMINK, 1992].

Os testes de biologia molecular pela PCR sédo altamente sensiveis e
especificos, mas existem grandes possibilidades de falsos negativos [KURABACHEW et al.,
1998].

Na amostra estudada, os calculos de especificidade e valor preditivo foram
prejudicados, considerando um viés de amostra nos grupos selecionados € no

controle. Na selecdo dos doentes, os pacientes foram estudados ja com o
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diagnostico clinico definido. Os pacientes do grupo controle (n=21 casos) com
diagndstico de outras neuropatias também ja tinham padrdo histopatolégico com
aspecto diagnostico pré-definido e aspectos especificos nas neuropatias estudadas.

A sensibilidade do espessamento neural de 86,2% no total da amostra
estudada foi semelhante aos estudos de Groenen et al (1995), (PB, 86,0% e MB,

96,0%); Saunderson & Groenen (2000) (PB, 76,0% e MB, 91,0%) [GROENEN et al., 1995;

SAUDERSON & GROENEN, 2000]

A sensibilidade da positividade do BAAR encontrada foi menor no total dos
casos e predominou nos doentes BT. Estudos referem uma variacdo de 36,0% a
45,0% nos esfregacos de pele, cujos resultados n&o foram significativamente
diferentes nas pesquisas histopatoldgicas dos nervos dos pacientes estudados na

amostra [GROENEN et al, 1995; SAUDERSON &. GROENEN, 2000]

6.5-Comentarios finais

Para os diversos dados histopatologicos nos nervos da amostra avaliada
observou-se uma maior € nitida sensibilidade para a presenca de granuloma com
necrose caseosa Nnos casos TT e a presenca do granuloma pouco definido na
metade dos casos BT. Os demais achados n&o foram relevantes.

A PCR apresentou uma sensibilidade elevada nos casos BT e baixa nos
TT. Quando comparada com a sensibilidade diagndstica do granuloma com necrose
caseosa nos casos TT € baixa, sendo média nos casos BT com granuloma pouco
definido.

A PCR é importante para a hanseniase neural pura porque aumenta a
sensibilidade em relagcdo a presenca do M. leprae na histopatologia convencional
nas formas BT, auxiliando no diagnéstico de certeza das formas paucibacilares em

menores percentuais. Com uma padronizagdo da técnica como rotina em centros de
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referéncia e o aprimoramento desse método altamente especifico, a sensibilidade
tendera a aumentar. Sem duvida, a PCR é uma técnica recente, mas promissora
como recurso a ser utilizado pelos hansenologistas em muitos casos que ficariam
sem diagnostico. Uma otimizac&o da técnica com reducgéo de custos pode ser viavel
em laboratérios de referéncia para diagndstico. A associacdo dos aspectos clinicos a
biopsia e a PCR pode ter efetiva resolutividade nos casos de dificil diagndstico
[REPORT OF THE INTERNATIONAL LEPROSY ASSOCIATION TECHNICAL FORUM, 2002].

E uma boa prética sistematizar a investigacdo dos casos de hanseniase
neural pura que podem ser classificados, TT ou paucibacilar (envolvimento de
apenas um tronco nervoso) e BT ou multibacilar (envolvimento de dois ou mais
troncos nervosos). Todos os pacientes deverdo ser submetidos a investigacdo na
auséncia da auséncia de les&o de pele, exame dermato-neurologico, pesquisa do
BAAR nos locais de rotina e em até cinco pontos em torno da area de déficit
sensitivo com ou sem espessamento de nervo, eletroneuromiografia, bidpsia de
nervo com histopatologia pelas coloracdes de rotina e pesquisa de BAAR. A neurite
hansénica esta associada a um infiltrado linfo-histiocitario com variada carga bacilar,
podendo ser classificada como paucibaucilares IB < 1 e multibacilar 1B > 2 [NEGESSE,
1988]. Caso a histopalogia ndo esclarega o diagnético deve ser feita a PCR. Apds essa
investigacao rever o diagndstico TT (paucibacilar), com sugestdo de tratamento com
6 doses de poliquimioterapia. Nos casos BT (multibacilar), extender para o especto
com tendéncia lepromatosa BT, BB e BL, tratamento com 12 doses de
poliquimioterapia. Nao deve ser esquecido que a lesdo de nervo na hanseniase
pode ser apenas uma manifestacdo inicial de uma doencga na qual as lesfes de pele

aparecerdo futuramente. Um estudo com 17 pacientes, apos dois anos de
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seguimento, foram encontradas lesdes de pele [PANNIKAR, et al, 1983; UPLEKAR & ANTIA, 1986;
GIDHAR, 1996].

A PCR néo deve ser considerada um teste diagndstico isolado porque sua
positividade pode ndo representar hanseniase como doenca ativa, mas apenas

infeccdo hansénica. Portanto, se faz necessario a correlacio clinica e com outros

métodos diagndsticos.
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7 - CONCLUSOES

A-Confirmatorias:

1- A positividade da reacdo em cadeia da polimerase para segmentos

do DNA do Mycobacterium leprae é indicativo de sua presenga no nervo.

2- A positividade do Mycobacterium leprae na histopatologia e na
reacdo em cadeia da polimerase € destacada em todo o curso evolutivo da doencga

nos pacientes borderline-tuberculdide

3- Nos doentes tuberculdide polar sdo obtidos baixos percentuais de
positividade, na histopatologia e na reacdo em cadeia da polimerase, logo nos

primeiros 24 meses.

B-Originais:

1- Os pacientes suspeitos de hanseniase neural pura com pesquisa de
Mycobacterium leprae negativo na histopatologia tém indicagéo de fazer a pesquisa

do DNA para o Mycobacterium leprae através da reacdo em cadeia da polimerase

2- A reacdo em cadeia da polimerase é um método util para detectar o
Mycobaterium leprae no nervo com histopatologia negativa na hanseniase neural
pura.

3- A reacdo da polimerase em cadeia tem sensibilidade média e alta

especificidade na hanseniase neural pura.
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9 - ANEXOS

ANEXO 1

| - PROCEDIMENTOS PARA PREPARO DE SOLUGOES
A- HEMATOXILINA E EOSINA:
Solugéo de Eosina: Eosina 1 g + Agua destilada 100 ml.

Solugéo de hematoxilina: Cristais de hematoxilina 5g + Alcpol absoluto 50 ml
+ Alumen de potassio 100 g + Agua destilada 1000 ml + Oxido vermelho de
mercurio 2,5 g.

Dissolver a hematoxilina no alcool e 0 alumen na agua sob aquecimento.
Misturar as duas solugdes e aquecer até quase ebulicdo 0 mais rapido possivel.
Retirar do calor e juntar éxido de mercurio lentamente, reaquecer até ficar purpura
escuro, esfriar em "banho maria" e filtrar para uso. Sempre que for usar a
hematoxilina retirar uma possivel camada superficial, como se fosse uma nata,
com auxilio de um papel filtro. As solugdes devem ser misturadas até completa
dissolucéo.

B- GOMORI:

Solugéo do Tricomico: Fast green FCF 300 mg + Cromatdpico RR 600 mg +
Acido fosfotunico 600 mg + Acido acético glacial 1 ml + Agua destilada 100
ml.

Misturar bem até que os ingredientes estejam completamente dissolvidos,
ajustando o ph para 3,4.

C- ZIEHL E NIEELSEN:

Solugéo de Ziehl: Fucsina basica 1% + Alcool absoluto 10 ml + Acido fénico 5
g + Agua destilada 100 ml.

Solugéo de azul de metileno a 1%.



ANEXO 2

FORMULAS DAS SOLUGOES PARA PCR

TE para diluigdo do DNA (Tris-EDTA)
Tris HCI pH 7,6 10 mM
EDTA (Acido etilenodiaminotetracético 1 mM

Tris HCI solugao estoque pH 7,6
Tris T™
Ajuste de pH com HCI

EDTA sougéao estoque pH 8,0
EDTA 0,5M
Ajuste de pH com NaOH 10N

Solugao de nitrato de prata
AgNO3 202g
Agua destilada 1000 ml

Solugao de carbonato de sédio (Na2CO3)
Na2CO3 14,89
Agua destilada 500 ml

Solugao para o uso do Na2CO3 170 ml
Solugéo estoque de Na2CO3 170 ml
Formaldeido 92 pl

Solugao para o uso do TBE (tampao borato) 0,5%
TBESx 280 ml
Agua destilada 1120 ml

Tampao TBE 5x

TRis HCI 54 ¢

Acido bérico 27,5 g

EDTA 0,5M (pH 8,0) 20 ml
Agua destilada 1.000 ml

Solugio de acrilamida 30%
Acrilamida 14,5¢
N,N’metilenobisacrilamida 500 mg
Agua destilada 50 ml

TEMED 03 pl

Persulfato de aménia 250 pl

Gel de acrilamida a 10%
Acrilamida 30 % 7,5 ml
Tampéao TBE 5x 6 ml

Agua destilada 16,5 ml
Persulfato de aménio 10% 65 ul

TEMED 36 ul
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APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA APLICACAO DE ESTUDO CLINICO,
ELETRONEUROMIOGRAFICO E BIOPSIA DE NERVO PARA HISTOPATOLOGIA
E REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE - PCR

Nome: Registro:
Endereco: Fone:

Na sua condicdo de paciente, vocé tem o direito de saber sobre os
procedimentos aos quais se submetera. Como médico, tenho a obrigacdo de
informa-lo suficientemente para que vocé tome a decisdo consciente e possa optar
ou nao pela participagdo nesse estudo.

O objetivo do estudo é a avaliagéo das alteragbes nos nervos periféricos
ocasionados pela hanseniase, sendo importante no diagndstico e tratamento da
hanseniase neural pura.

Vocé devera ser investigado no Servigo de Doengas Neuromusculares do
Hospital de Clinicas da UFPR e Centro de Saude Dona Libania, unidade de
referéncia no diagndstico e tratamento da hanseniase no estado do Ceara, podendo,
eventualmente, ser internado. No momento de sua inclusdo no estudo sera aberto
um prontuario para vocé, onde serdo anotadas todas as informacdes de sua historia
da doencga, exames complementares, tais como, sangue, urina, fezes, baciloscopia,
eletroneuromiografia, bidpsia de nervo para histopatologia e reacdo em cadeia da
polimerase — PCR. Para tal, sera necessario colher seu sangue, colheita de linfa em
|6bulos de orelha e cotovelo. Também, seréo realizados testes de condugao nervosa
que implica na colocagdo de eletrodos (plaquinhas de metal) na superficie de seus
membros (bragos e pernas), seguindo de aplicacdo de estimulos, tipo pequenos
choques, em varios pontos do trajeto de diferentes nervos sensitivos e motores,
sendo um de cada vez. A eletromiografia consiste em colocar um eletrodo de agulha
no musculo e avaliar os seus potenciais. Na biopsia de nervo sera retirado um
fragmento de nervo, apos corte na pele, sob anestesia local, e subsquente sutura.
Esses procedimentos sdo desprovidos de quaisquer riscos maiores.

COMPREENSAO DOS PARTICIPANTES NO ESTUDO

Eu, abaixo assinado, tive a oportunidade de fazer todas as perguntas a
respeito do estudo e dos procedimentos a serem realizados, sendo todas
respondidas e compreendidas, tendo ficado claro que a minha participagcdo nesse
estudo € voluntaria e a investigacao proposta se faz necessaria para o diagndstico e
tratamento correto da doenca. Outrossim, ficou entendido que meu nome nao sera
revelado em eventuis publicacbes ou estudos sobre esse programa.

Local e data: Assinatura:



APENDICE 2

SUS - Sistema unico de Saude
Secretaria de Salude do Estado do Ceara
Centro de Dermatologia Dona Libania

Prontuério de Atendimento de Hanseniase

Numero:

{ Data da Abertura:

(" -
IDENTIFICACAO DO PACIENTE 1

Nome:

m_JE_|
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Nome da Mae:

Data de Nascimento: Profissao:

Telefone:

Bairro:

\_| Enderego:

Municipio:

ANAMNESE )

QPR

HDA

EXAME DERMATONEUROLOGICO |

LOCALIZACAO DAS LESOES |

Assinale com um “X"

MHmed
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Médico (assinatura, carimbo e data)

Data

Orientacao médica na primeira consulta




| Prontuério

Evolugao Médica do Paciente

Data

EVOLUGAO (Carimbo e Assinatura)
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