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Resumo

Introducdo: A imunomodulacdo determinada pelos nematéidestinggs no
homem pode intervir na evolugcéo e na progressamttas doencas infecciosas, dentre
elas a hanseniagebjetivo: O estudo analisa a presenca dos marcadores RatiaDti-
CDS8, anti-CD20, anti-CD138, anti-TIA-1 e anti-FOXRB1 amostras de bidpsias de
lesbes de pacientes com o diagndstico clinico egatoldgico de hanseniase, com e
sem helmintiase, a fim de determinar a influénes ltelmintiases intestinais no sistema
imune.Pacientes e métodoO estudo foi realizado através da analise retrdisjpede
prontuarios de pacientes atendidos no Servico demadelogia do Hospital
Universitario Cassiano Antonio Moraes (HUCAM), neripdo de 01/1995 a 01/2010,
com o diagndstico de hanseniase e que, ap0s aitausieica, foram submetidos a
bidpsia e ao exame anatomo-patologico de lesaceisaspa pele, e que realizaram
exame parasitoldgico de fezes. Quando identificadaaso de hanseniase, confirmado
clinica e histopatologicamente, foram anotados dslagderentes ao paciente: idade,
sexo, forma clinica da doenca, diagndéstico histdggico, a presenca ou auséncia de
verminose, e a espécie envolvida. Apos, foram separos blocos de parafina das
bidpsias das lesdes cutdneas dos pacientes, asppsieriormente foram submetidos
ao exame imuno-histoquimico para a pesquisa de ac@mes CD4, CD8, CD20,
CD138, TIA-1 e FOXP3Resultados: Dos 53 hansenianos analisados, observou-se
discreto predominio do sexo feminino e das fornaagiacilares. Outro achado foi a
concentracdo dos casos paucibacilares nos pacieltesexo feminino e dos
multibacilares no sexo masculino, a mediana deeidad de 43 anos. Embora sem
significancia estatistica, as verminoses integtitiaeram ligeiro predominio nas formas
multibacilares, sendo o helminto mais envolvidészaris lumbricoidesAs frequéncias

de células FOXP3e CD20 foram maiores entre os hansenianos paucibacilares e
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relacdo aos multibacilares, sendo as células C&gaificativamente mais elevadas nos
pacientes multibacilares com helmintos intestingjsando comparados com o0s
pacientes sem helminto$=0,005). Conclusdo: O estudo demonstrou frequéncia
significativa do sexo feminino nas formas paucilaaes da hanseniase, além de ligeiro
predominio, embora sem significAncia estatistic& lkelmintos nas formas

multibacilares da doenca com células CDX€Ignificativamente mais elevadas nos

multibacilares com helmintos intestinais.

Palavras-chave:Hanseniase; Helmintos; Imuno-histoquimica; Imunialog
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Abstract

Introduction: Immunomodulation determined by intestinal nemasadehumans can
interfere in the evolution and progression of itifaes disorders, among them leprosy.
Objective: This study analyses the presence of anti-CD4,@D8, anti-CD20, anti-
CD138, anti-TIA-1 and anti-FOXP3 markers in biogsynples of skin lesions from
patients with clinical and histopathological diagisoof leprosy, with and without
helminthiasis, in order to determine their influeran the immune systematients and
methods: The study conducted a retrospective analysis alicaérecords of patients
diagnosed with leprosy from the Department of Deohagy at the University Hospital
Cassiano Antonio Moraes (HUCAM), from january 198%anuary 2010, which, after
clinical suspicion of leprosy, underwent skin bippgth histopathological study, and
also had stool tests. The following data was ctéléérom leprosy patients: age,
gender, disease’s clinical type, histopathologitatjnosis, the presence or absence of
intestinal helminthes and the species involved s8gbently the paraffin blocks with
the biopsy material from patient’s skin lesions eveeparated for
immunohistochemichal study of the markers CD4, CDB20, CD138, TIA-1 and
FOXP3.Results: Out of the 53 leprosy patients analyzed, a smatigminance of
female patients and paucibacillary types was oleger&nother finding was the
concentration of paucibacillary types among fenpaleents, and multibacillary types
among male patients. The patient's median age ®a®drs. Although lacking
statistical significance, helminthic infections weslightly predominant in
multibacillary patients, most frequently causedAsgaris lumbricoidesThe presence
of FOXP3 and CD20 cells was higher among paucibacillary patients, @»20+ cells
were significantly more frequent in multibacillgigtients with intestinal helminthes,

when compared to patients without intestinal hethes (=0,005).Conclusion: The
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study showed a higher frequency of female sex ucipacillary types leprosy, as well
as the small predominance, although without siegilssignificance, of helminthes in
multibacillary patients. However, CD20+ cells wergnificantly more frequent among
multibacillary patients with helminthic infections.

Key-words: Leprosy; Helminths; Immunohistochemistry; Immnuww.
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1.0 - INTRODUCAO

A hanseniase, doenca de alta infectividade e hmkagenicidade, determinada
peloMycobacterium lepraeconstitui, apesar dos esfor¢cos de contencédodkzmea, um
grave problema de saude publica, ndo sO pela noagnita doencga, como também pelo
seu potencial incapacitante, atingindo principalieenpessoas de faixa etéaria
economicamente ativa.

O espectro clinico da doenca esta intimamente digadesposta imune. Nos
pacientes com a forma tuberculdide existe uma f@$posta Thl, com presenca de
poucos bacilos (hanseniase paucibacilar) e a dancaracteriza por destruicdo das
fibras nervosas em areas especificas, o que rasulégparecimento de lesbes de pele
localizadas e bem demarcadas, com perda da safeieiltérmica e dolorosa. Na
auséncia de uma resposta Thl efetiva, ocorre udopri@io da resposta Th2, levando a
disseminagdo dos bacilos (hanseniase multibaciter),qual os macréfagos ficam
repletos de parasitas, quadro que caracterizarafeirchowiana da doenca.

As infecgBes por helmintos intestinais sdo respaisdor significativa morbi-
mortalidade e perda econémica nos humanos, sobretmdpaises subdesenvolvidos e
em desenvolvimento. Os mecanismos de resposta imsefeccdes helminticas sdo
multiplos, devido ao tamanho e a diversidade méitabdos parasitas, e tipicamente
resultam na indugdo de forte resposta Th2, com ugémm de citocinas anti-
inflamatdrias, eosinofilia, mastocitose e altagloi$ de anticorpos IgE.

Neste contexto, ndo € raro que um portador de wrasipose intestinal esteja
exposto a outra infec¢do, como por exemplo, a méase, a tuberculose, dentre outras,
principalmente em &reas endémicas do mundo. Prostolaboradores (1979)
demonstraram que em regides onde a oncocercodeapsaniase eram endémicas, a

frequéncia de casos graves da hanseniase eraicsitivéfmente maior quando
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comparada a encontrada em regidées onde apenasenfeme era endémica e com a
mesma prevaléncia da primeira (regides livres da@arcose). Estes autores sugeriram
que pacientes co-infectados poderiam evoluir pafaranas mais graves da doencga.

A imunomodulacdo determinada pelos nematdidestinégs pode intervir na
evolucéo e na progressédo de outras doencas indascitato esse sugerido por alguns
estudos que evidenciaram impacto na clinica e olugdo da malaria, da tuberculose e
da hanseniase.

Considerando-se que a evolu¢do da hanseniase denpelo mais grave se a
resposta imune humoral, fruto de uma estimulacaesfaosta Th2, for predominante e
que infecgbes por helmintos intestinais, tambénvidesa resposta imune para o lado
Th2, foi proposto um estudo para avaliar a respoetme nas lesdes cutaneas de
hanseniase em pacientes infectados pelos nemaftatdstinais comparados aos néo

infectados por estes helmintos, através da arialiseo-histoquimica dos tecidos.
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2.0 - FUNDAMENTACAO TEORICA

HANSENIASE

Conceito e aspectos epidemioldgicos

A hanseniase é moléstia infecto-contagiosa croeigganulomatosa, de alta
infectividade e baixa patogenicidade, determinaddo pMycobacterium leprae
transmitida de pessoa a pessoa através do conswvip doentes contagiantes sem
tratamento (TALHARI e col., 2006).

O Ministério da Saude (2000) define como caso aesdradase, o individuo que
apresenta um ou mais dos seguintes sinais cardingise necessita de tratamento
poliquimioterapico: 1) presenca de lesédo(fes) étaas da pele com diminuicdo ou
alteracdo da sensibilidade; 2) acometimento deof&rwperiférico(s) com ou sem
espessamento, associado a alteracbes sensitivagneforas e/ou autondmicas, e 3)
baciloscopia positiva de esfregaco intradérmico.

Apesar da implementagdo da poliquimioterapia, dasas estratégias e dos
esfor¢cos na conducgdo dos programas para o cod@ai@oléstia, a hanseniase continua
sendo um problema de saulde publica e social, désditeformidades e incapacidades
fisicas por ela determinadas, que resultam naiglis@cao e segregacdo dos doentes e
de seus familiares, sobretudo na Asia, Africa e eaéd.atina, em especial na india e
no Brasil (OMS, 2008).

O panorama internacional da endemia demonstrow ddrasil, Nepal e Timor
Leste foram responsaveis em 2007 por 17% de todosagos novos registrados no
mundo, e em 2008 por 23% desses casos (OMS, 2008).

O numero de casos novos detectados no mundo enf@@i228.474, sendo o
Brasil responsavel por 34.894 ou 15,3% de todosases novos detectados, superado

apenas pela india com 126.800 ou 55,5% (OMS, 2011).
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No Brasil, a distribuicdo da endemia é heterogésendo as regides Norte,
Centro-Oeste e Nordeste, 0s espagos geogréafiqpensgs/eis pelos maiores indices de
prevaléncia da hanseniase e com coeficiente degdeteem patamares muito altos,
correspondendo a 53,5% dos casos atendidos enotpdis (ANDRADE e col., 2000;
MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Em relagdo a regido Sudeste, o Espirito Santo nodan2008, apresentou o
coeficiente de deteccdo de 31,27 casos novos pdeal®0.000 habitantes e no grupo
de zero a 14 anos, este coeficiente foi de 12,46scpara cada 100.000 habitantes,
parametro considerado como hiperendémico e impertamndicador de

transmissibilidade da doenca (SESA, 2008).

Agente etiologico da hanseniase

A hanseniase é doenca infecciosa causadaMpgobacterium lepraehactéria
intracelular obrigatéria, de 1,5 a 8 micra de campnto por 0,2 a 0,5 micra de largura,
que se apresenta sob a forma de bastonete reigeoarhente encurvado, alcool- acido
resistente, corando-se em vermelho pela fucsindaaZiehl-Neelsen) e nao se
descorando pela lavagem no alcool-acido. O bagitesenta um tropismo pela célula
de Schwann, encontrada nos nervos periféricos, les pmacrofagos da pele
(SCOLLARD e cal., 2006).

Tem reproducdo muito lenta (12 a 14 dias), permenerviavel até 36 horas no
meio ambiente ou aproximadamente nove dias na tampa de 36,7°C e 77,6% de
umidade média, e necessita de temperatura inf@noédia de 37°C do corpo humano,
em torno de 35°C para se desenvolver, aspecto gsseexplica a localizagéo

preferencial do bacilo nas regides mais frias dgop@ocomo por exemplo: nariz,
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testiculos e locais onde 0s nervos periféricosiserdram muito proximos a pele, como
0s cotovelos e os tornozelos (FOSS, 1999).

Andlise da ultraestrutura dd. lepraedemonstra sua semelhanca com outras
micobactérias, porém difere das demais por apmsettnstituintes especificos,
especialmente a espessa parede lipidica formadaigaimente pelos glicolipideos
fendlicos (PGL-I, Il e 1ll). O PGL-I tem sido obfetle inimeros estudos, por tratar-se
de um antigeno envolvido na interagdo com a laraides células de Schwann, o qual

facilita a penetracdo do bacilo nos nervos pedésriafetados (SHIMOJI e col., 1999).

Transmissao doM. leprae

Acredita-se que o0 homem seja 0 Unico reservat@ioral do bacilo, apesar de
existirem relatos de animais selvagens naturalmafdetados, como tatus e macacos,
0S quais aparentemente ndo sdo considerados pesblencadeia epidemioldgica de
transmissdo (KIRCHHEIMER & STORRS 1971; LEININGER eol.,, 1980;
BOLOGNIA e col., 2011).

Apesar do papel dos pacientes portadores da forawiljacilar ter sido
documentado na cadeia de transmissdo da doengpactentes multibacilares sao
considerados a principal fonte de infeccdo (HALDE€DI., 2001).

A pele com presenca de solugcdo de continuidadentwslenente, poderia
desempenhar um papel na infec¢cdo, porém, as vieasaduperiores constituem a

principal porta de entrada e via de eliminagdoatmld (TALHARI e col., 2006).

Mecanismos imunolégicos da infeccéo

Depois de penetrar no organismo do homem, atreag®vids aéreas superiores

ou, excepcionalmente, por abrasfes de pele, otobado fagocitados pelas células
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apresentadoras de antigenos, como exemplo macsdééageélulas dendriticas, dentre
elas as células de Langerhans (subtipo de céld@adriticas que iniciam a resposta
imune na pele), processados e expressos na sipedigsas células, via moléculas de
MHC II, e, desta forma, reconhecidos pelos linfégiffl CD4, que promovem a
liberacdo de citocinas proé-inflamatérias, dentesed IL-2 e IFNy (QUARESMA e
col., 2009).

Células dendriticas desempenham papel importanteatulagdo da resposta
imune inata a infeccdo pelbl. leprae, e a interagdo do bacilo a essas células
apresentadoras de antigeno resulta na producdodeadtocinas e quimiocinas, que,
dependendo do tipo, sdo capazes de regular a aBone determinar o curso da
resposta imune adaptativa mediada por célulasiMiécitos T: respostas Thl e Th2
(DEMANGEL & BRITTON, 2000). Hansenianos com a formechowiana apresentam
namero significativamente menor de células de Ldrayes na pele quando comparados
aos pacientes tuberculdides e a individuos naetades, sugerindo a importancia do
infiltrado dessas células nas formas onde ha pradonda resposta imune celular
eficaz (GIMENEZ e col., 1989).

Os linfocitos T CD4 na presenca de IL-12 e na auiaé&te IL-4 diferenciam-se
em Th1l, importantes na ativagdo da imunidade aeleden predominio de dois tipos de
citocinas: IL-2 e IFNy. Por outro lado, os linfocitos T CD4 em contatonca IL-4 se
transformam em Th2, envolvidos na ativagcéo da idade humoral, com producao de
vérios tipos de interleucinas: IL-4, IL-5, IL-6,-®, IL-10 e IL-13 (ALMEIDA e col.,
1996).

A destruicdo ou a multiplicagdo do bacilo no imderdos macréfagos séo

determinadas por mecanismos imunoldgicos e a respwsinolégica montada pelo
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hospedeiro determina o fendtipo clinico que o paeiéa desenvolver (GOULARD e
col., 2002).

Sabendo-se que a hanseniase possui diferentessfatmicas e que existem
pelo menos dois tipos de macréfagos com fungfestagpaoalguns trabalhos comegaram
a avaliar o impacto desses diferentes subgruposegposta adlycobacterium leprae
Maquino e colaboradores (2007) mostraram que aptisdo comMycobacterium
leprae, macréfagos diferenciados com M-CSF perdem a capaeide ativar linfécitos
T, enquanto os macrofagos diferenciados com GM-&#B€sentam elevada capacidade
estimulatoria sobre os linfocitos T.

Os macrofagos infectados pelbycobacterium lepragroduzem e liberam as
citocinas: TNFe, IL-12, IL-10 e TGFB1 (MOURA e col., 2007). Essas citocinas sé&o
opostas em muitas formas de acao, incluindo su@ssapbre o propribl. leprae De
um lado, o TNFe promove ativacdo de macrofagos com capacidadesteud o bacilo
intracelular e potencializa os efeitos do IfFNPor outro lado, TGB1 e IL-10
desativam os proprios macréfagos, aumentando #egoagido bacilar. Desta forma,
citocinas como IL-10 e TGB-contrapdem os efeitos do TNFe IFN+, acreditando-se,
portanto, que a exposicdo de macrofagos a detedmicitocina, no tempo apropriado,
seja o requisito para a destruicdo intracelulapaisito (ROJAS-ESPINOSA e col.,
1994).

Na hanseniase tuberculbide, M. leprae é destruido completamente nos
fagolisossomos das células apresentadoras de ramgige 0s antigenos expressos por
essas células via complexo MHC, recruta o sistemeé mediado por células através
da liberacdo de IFN-e IL-2, com a formacdo de granulomas de célul@el€pdes

(ABULAFIA &VIGNALE, 2001). J& na hanseniase virchiamwa, os macrofagos, por
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serem incapazes de impedir a multiplicacdoMloleprae estdo repletos de bacilos
(KRUTZIK e col., 2003).

O padrdao de citocinas encontradas nas lesGes astadeproduzido por
subclasses de linfocitos T Cbd CD8 predominantes, dependendo da forma clinica da
doenca (QUARESMA e col., 2009).

Demonstrou-se, através de técnicas de imuno-histocas, que no padrdo de
resposta tipo 1 (Thl), caracteristico da hansemasgeibacilar, predominam os clones
T CD4', relagdo CDACDS8'de 1,9:1, que se distribuem em toda a leséo, prekite
IFN-y, citocina ativadora de macrofagos; IL-2, fator a@escimento autdcrino para
células T helper; e niveis indetectaveis de IL&nas lesBes virchowianas a relacdo
CD4'/CD8" é de 0,6:1, sendo a maioria das células TH8e infiltram as lesdes
lepromatosas de fenétipo CD28 — (supressor), engupre as células de fendtipo T
citotoxico (CD28+) predominam nas lesdes tuberde®iMODLIN e col., 1983).

A presenca do bacilo no interior de macrofagosanslia ativacdo que culmina
na producdo de citocinas IL-1, TNF-e IL-12, que atuam sobre os linfécitos T,
geralmente a populacdo de fenétipo CDrnando-os ativados e com capacidade de
produzir citocinas préprias. A IL-12 estimula daetente a célula Natural Killer,
produtora de IFNy que associada ao TNE-estimulam o macrofago e atuam
sinergicamente, incrementando a atividade baadfieritiacrofagica, através da producao
de radicais microbicidas, os reativos intermedgdo oxigénio e do nitrogénio. A
subpopulacdo Thl de linfocitos T produz citocinas-ipflamatorias, 1L-2, IFNy e
TNF-B, responsaveis pela manutencdo da resposta imudarceformacdo do

granuloma e destruicao bacilar (SCOLLARD e colQ&0
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Na hanseniase virchowiana, os bacilos sdo paraiténuiigeridos e depdsitos de
fosfolipideos intracitoplasméaticos podem se formague confere o aspecto de células
espumosas nessa forma de hanseniase (ABULAFIA &WIGE 2001).

O padrao de resposta tipo 2 (Th2), caracteristicapdcientes multibacilares,
produz e libera a IL-4, fator de crescimento pa¥las T supressoras, que contribui
para a diferenciacdo de células B e producéo deogmbs. Também, produz clones de
células T CD8, que liberam IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-10, compadrédo de citocinas
supressoras da atividade macroféagica, contribupala o aumento na producédo de
anticorpos via linfocitos B, escape a oxidacdcaimixcrofagica e disseminacao bacilar
(ABULAFIA &VIGNALE, 2001; GOULART e col., 2002).

A andlise de subpopulactes de linfocitos realizamtaModlin e colaboradores
(1983) demonstrou que em lesbes de hanseniaseuldiee, os linfocitos entremeados
no granuloma epitelidide eram CD4 o manto circunjacente CD8Na forma
virchowiana, as células CD4 CD8 estavam entremeadas com histidcitos vacuolados
sem definir um manto linfocitario. Para esses a&stoa disposicdo entre CDd CD8
estaria associada a maturacdo dos mondcitos, liseillab e resposta de
hipersensibilidade tardia. Por outro lado, a disigdo ao acaso de linfocitos T CD&
CDS8' poderia impedir a apresentacdo do antigeno akséunocompetentes, como
também ndo estimular a maturacdo para céluladiéjuies.

Portanto, o balanco e a interacdo complexa dasima®, quimiocinas,
moléculas de adesdo, seus receptores e as céllasstéma inato e adaptativo
conjuntamente, formardo uma rede complexa quear@cterizar a resposta imune do

hospedeiro e consequentemente a evolugéo clintotdga da doenca.
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Formas clinicas da hanseniase

Rabello foi o pioneiro em estabelecer o conceits @mmas polares da
hanseniase. Segundo este autor, a partir da fandeterminada, os pacientes sem
tratamento, podem evoluir espontaneamente paraaaocupara a forma tuberculdide,
caso o sistema imune seja efetivo, ou para a fermmoaowiana, se o sistema imune nao
conseguir organizar uma resposta imune satisfaiRABELLO, 1937).

Em 1953, no VI Congresso Internacional de LepraMadrid, foram mantidos
0s critérios propostos por Rabello, isto €, a fomi@al da doenca (indeterminada), o
tipo lepromatoso (virchowiano), que correspondealo disseminado da doenca, e o
tipo tuberculdide, polo localizado, e foi estabElecum novo grupo, o borderline,
instavel clinicamente, por caracterizar-se entre &wmas polares (VI
INTERNATIONAL CONGRESS LEPROL. MADRID, 1953).

Nesse sistema ha duas formas polares da doenca,s@ueclinica e
imunologicamente distintas, denominadas hansertigserculéide e virchowiana, e
além dessas formas polares estaveis, existem doEogy intermediarios instaveis,
denominados hanseniase dimorfa ou borderleine eeh@se indeterminada. A
evolucdo da doenca para um desses tipos estanudmi relacionada a resposta
imunoldgica do individuo frente ablycobacterium lepragVl INTERNATIONAL
CONGRESS LEPROL. MADRID, 1953).

Na década de 60, Ridley e Jopling estabeleceratasaificacdo espectral da
hanseniase, subdividindo o grupo borderline ou donem dimorfo-tuberculéide,
dimorfo-dimorfo e dimorfo-virchowiano, baseada emargmetros clinico,
bacteriologico, histopatolégico e imunoldgico. Atka dessa classificacdo, subdividiu-
se a hanseniase em cinco grupos no espectro ingicml@) tuberculbide-tuberculbide

(TT), que corresponde a forma polar e estavel @assificacdo de Madrid, b) borderline-
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tuberculdide (BT), c) borderline-borderline (BB)), lmbrderline-lepromatoso (BL) e e)
lepromatoso-lepromatoso (LL), equivalente a formardmatosa e mais agressiva na
classificacdo de Madrid (RIDLEY & JOPLING, 1966).

Em 1982, a Organizacdo Mundial de Saude definiupguéentes paucibacilares
(PB) eram representados por aqueles com a formeteimdinada, tuberculdide ou
borderleine-tuberculdide, com indice baciloscopamor do que dois em qualquer sitio
avaliado, ja os pacientes multibacilares eram d&fs\como os borderleine-borderleine,
borderleine-lepromatosos e lepromatosos-lepromatosms que apresentassem indice
baciloscépico maior ou igual a dois (WHO, 1982).

Posteriormente modificou-se essa classificacamiteld que um paciente seria
considerado multibacilar quando tivesse baciloscopositiva em qualquer sitio
examinado, independente do indice baciloscopiaef acima de zero (WHO, 1998).

Entretanto, tendo em vista a dificuldade em deteaas regides do mundo,
com poucos recursos diagnosticos, de se estabeleeeclassificacdo baciloscopica de
qualidade, a estratégia foi a simplificacdo do nhetde classificacdo dos pacientes com
hanseniase. Dessa forma, em 1995, a Organizacadidfide Salude recomendou para
paises endémicos e para regides sem acesso a elednoesoriais complementares
para o diagnostico, uma classificacdo simplificaggeracional, essencialmente clinica,
que utiliza o nimero de lesbes cutaneas e/ou tsomexyosos acometidos para alocagéo
de pacientes nos esquemas poliquimioterapicos (WIGE5).

A Organiza¢do Mundial de Saude estabeleceu conierpgas paucibacilares, os
casos de hanseniase com até cinco lesdes cutdoeagenas um nervo acometido, e
multibacilares os casos com mais de cinco leso&neas e/ou mais de um tronco
neural acometido (WHO, 1995). Critério esse falhais ndo leva em consideragédo a

baciloscopia, histopatologia e o tamanho das lesbesie pode implicar em erros no
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diagndstico e no tratamento, uma vez que se teenamo lesdes Unicas com quadros
histopatoldgicos e baciloscopicos proprios dos itmadilares, o que pode contribuir
para o retorno e disseminacao da doenca (FLEURYG)20

Gallo e colaboradores (2003) para avaliar a recdagfo de critérios clinicos
para a alocacao dos pacientes com hanseniasepwpgucibacilares e multibacilares e
para verificar o método clinico de classificacdeda@lo no nimero de lesdes cutaneas
correlacionando com o exame baciloscépico de esfregde pele, estabeleceram a
comparacdo dessa classificacdo exclusivamentecalitomando-se como método
padréo referéncia a classificagdo segundo o padidbaciloscopia. A avaliagdo da
concordancia entre o método clinico e o baciloswfoi realizada através do calculo
do indice kappa, com demonstracdo de concordatei88,3%, sendo a sensibilidade e
a especificidade relativas dos critérios clinices88,6% e de 83,8%, respectivamente
(GALLO e col., 2003).

Foram selecionados para andlise 837 casos de lases@itidos no registro do
Centro Colaborador em Hanseniase para o MinistEi®@aude do Departamento de
Medicina Tropical do Instituto Oswaldo Cruz, RJ,miriodo de 1986 a 1999. Dos 652
casos com baciloscopia positiva, 584 (89,6%) tinin@ais de cinco lesbes cutaneas, e,
dos 185 casos com baciloscopia negativa, 155 (8§3j8#@m até cinco lesdes cutaneas,
0 que evidenciou que o método clinico baseado meerai de lesbes cutaneas para a
classificagdo dos pacientes e o resultado do exmmiéoscopico apresenta limitacdes
gue nao invalidam sua operacionalidade (GALLO e 20I03).

Geralmente, a hanseniase se inicia pela forma emd&tada, caracterizada
clinicamente por areas hipoestésicas ou manchagrbipicas de limites imprecisos,
com hipoestesia térmica ou dolorosa, Unica ou iaiEp desbes, que poderdo evoluir

para a cura espontaneamente ou para uma das fpomass (TALHARI e col., 2006).
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A hanseniase tuberculdide, forma de resisténciaénaoM. leprae,manifesta-
se com lesbes cutaneas, bem delimitadas, bordagopap e infiltradas, coloragéo
erittmato-acastanhada, hipohidrose ou anidrosedagu® pelos, hipoestésicas ou
anestésicas, geralmente Unica, podendo ser acoagmnde espessamento do tronco
neural proximo a lesdo. Essas manifestacdes estdoionadas a exacerbacdo da
resposta imune celular, com a formacgéo de granylbmiacdo das lesdes e, as vezes,
sequelas neurais significativas (FOSS, 1999).

A hanseniase virchowiana, forma associada a uny@osts imune celular
ineficaz, é caracterizada pela excessiva multipiioebacilar e disseminacdo da doenca
para todo o tegumento e, as vezes, para as vispe@ando evoluir insidiosamente.
Esta associada as lesdes infiltradas e amarelad@iaslas e nddulos eritémato-violaceos,
hansenomas, xerose cutanea devido a anidrose ass@cidesnervacdo das glandulas
sudoriparas, rarefacdo de pelos e alopecia nasmagades. Com a progressao da
doenca, afeta multiplos nervos, que se tornam sages a palpacado e pouco dolorosos
(ABULAFIA & VIGNALE, 1999; FOSS, 1999).

Nas formas intermediarias ou borderline/dimorfarasiifestacdes clinicas séo
variadas, principalmente nas formas dimorfo-dimoafaresentando em geral, lesées em
placa, erittmato-edematosas de limites internos d¢einidos e externos imprecisos,
centro hipocrémico e anestesia local. A presencan@tulos infiltrados na face e
pavilhdo auricular aproxima o quadro cutaneo dm potchowiano, tratando-se da
dimorfo-virchowiana, e lesdes cutaneas pouco nusasrce assimétricas revelam
tendéncia ao polo tuberculdide, a forma dimorfaetabléide (VERHAGEN e col.,

1998; FOSS, 1999).
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Diagnéstico da hanseniase

O diagnéstico da hanseniase se baseia em: a)iawitélinicos, através da
anamnese e do exame fisico criterioso, com a pEsq@lé alteracdo da sensibilidade
térmica, dolorosa e tatil das lesbes cutaneasyimit a avaliagdo da sensibilidade
protetora das maos e dos pés através do testeajfmuoidade com estesiometro; b) nas
provas da histamina e da pilocarpina, em situagiiesdosas; e c) nos exames
complementares: baciloscopia de raspado dérmistpgatologia de lesdes cutaneas, e
nos centros de pesquisa, pode-se contar com sBtES8gicos, de imuno-histoquimica,
biologia molecular e cultura do bacilo através daculacdo no coxim da pata de
camundongo (TALHARI e col., 2006).

» Baciloscopia de Raspado Dérmico

O exame baciloscoépico evidencia a presenca ou @dadlos através da coleta
de linfa do raspado dérmico. O material € coletanliante pequena incisdo na pele
feita com lamina de bisturi de lesdes cutaneasilédbde orelhas, cotovelos e joelhos.
Este material é submetido a coloracdo especifiaarte do método Ziehl-Neelsen,
onde nos pacientes multibacilares, a baciloscopasiiva, com presenca de bacilos
integros e nos casos paucibacilares é negativajeongo afasta o diagndstico de
hanseniase. Além da finalidade diagnostica, a dmmopia possibilita o
acompanhamento do tratamento, sendo recomenda@ét@m em pelo menos quatro
sitios cutaneos, no momento do diagnostico (MINIBIE DA SAUDE, 2010). O
indice baciloscopico (IB) dos pacientes tratadasmlii lentamente até sua negativacao.
Em geral, o IB diminui em meédia, uma unidade apdms ano e depois,

aproximadamente 0,66 por ano (TALHARI e col., 2006)
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» Histopatologia de lesGes cutaneas

O exame histopatologico das lesGes cutaneas coraptano diagndéstico dos
casos de hanseniase. O material obtido por bigpdiaado em formol a 10% e
processado para duas coloragbes: hematoxilinage@siMvade-Klingmuller ou Fite-
Faraco, sendo as duas Ultimas para a pesquisacdeshaas laminas (TOMIMORI-
YAMASHITA e col., 1996).

Na histopatologia da forma indeterminada da doebgarva-se infiltrado linfo-
histiocitario discreto, perineural ou invadindo vesr e ao redor de anexos, com a
bainha perineural com aumento da celularidade (T@ORI-YAMASHITA e col.,
1996).

Na forma tuberculdide, os histidcitos se diferemceam células epitelidides, que
reunidas formam os granulomas com maior capacidedalestruicdo bacilar. Os
granulomas estdo presentes na derme e entram deatocdmimo com a epiderme,
produzindo atrofia. A alteracdo histopatologicaactaristica da hanseniase tuberculoide
€ o granuloma de células epitelidides com quangisladiriadas de linfécitos e células
gigantes multinucleadas, sendo o dado fundamenmta o diagnostico o bacilo em
ramos nervosos, mas estes frequentemente naotsétades (URA e col., 2004).

A forma virchowiana apresenta infiltrado difuso darme de macréfagos
carregados de bacilos e globias (bacilos integlieppstos paralelamente), separado da
epiderme por faixa de colageno, a faixa de Unna.cbhlaracdo convencional, o
citoplasma do macrofago mostra-se espumoso e cqractas vacuolar, contendo
lipideos no seu interior, sendo denominado de &étié Virchow, representando
macrofago modificado, contendo bacilos integros egederacdo lipoidica

(TOMIMORI-YAMASHITA e col., 1996).
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No grupo borderline, o exame pode revelar estratw@melhantes ao polo
tuberculdide ou ao virchowiano. Na hanseniase biandeuberculbide, a presenca da
zona subepidérmica clara faz a diferenciacdo cdaberculdide; os focos de células
epitelidides com halo linfocitario ou a presencacétilas gigantes tipo Langerhans
diferencia da borderline-borderline, sendo queanékima as células epitelidides estao
dispersas nos granulomas bem desenvolvidos, mawresegue as do tuberculdides e as
células gigantes tipo Langerhans sdo ausentes @RIDI& JOPLING, 1966;
TOMIMORI-YAMASHITA e col., 1996).

e Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica € um método de analise dosddscobservados ao
microscopio Optico, no qual um anticorpo especjfiquimicamente ligado a uma
enzima que converte um substrato incolor em umuytoodolorido,in situ, é utilizado
para identificar um determinado receptor/marcadmular, antigenos, et®© método
busca identificar as caracteristicas molecularesidancas, baseando-se na conjugacéo
de distintos marcadores com imunoglobulina, que @uwilio de um substrato
especifico, localiza o antigeno tecidual (MURPHW®Y1@). A utilizacdo de anticorpos
monoclonais ou policlonais para a identificacdoaddgenos especificos € importante
no diagnoéstico e no estudo da hanseniase. Huecwaboradores (1989) foram os
primeiros a empregar esta técnica na hanseniasggstda utilizacdo de anticorpos
monoclonais contra 0 PGL-1 (antigeno glicolipidenéiico-1).

Em 1992, Wang e colaboradores descreveram cincd¢mghara analise dos
achados de bacilos na hanseniase:

1- solitario, no qual o bacilo € uniformemente detdcta

2- granular, no qual o bacilo apresenta areas naalasrem seu interior;

3- com “debris”, isto €, bacilo com distribuicédo grdar;
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4- vacuolar, com margens bem definidas; e

5- amorfo, apresentando-se como uma reacgéo de fuhdadi

Nas formas virchowiana e borderline-virchowiangadrédo predominante foi o
vacuolar; na forma borderline-borderline os bacapsesentavam padrao granular no
citoplasma; nas formas borderline-tuberculéidediéicil a visualizacdo do antigeno e
nas formas tuberculéide ndo se detectaram antigeass células epitelidides,
gigantécitos e vasos sanguineos (WANG e col., 1992)

Diferentes marcadores podem ser utilizados comalidiade de identificar a
presenca e a disposicédo de células nos tecidosedsdas CD4, CD8, CD20, CD138,
FOXP3 e TIA-1.

» CD4 e CDS8

Séo glicoproteinas de superficie dos linfécitoexpressas de forma isolada em
subgrupos exclusivos de células maduras, com padi§gntos de restricdo do MHC.
Servem como moléculas acessorias na interacdo estienfocitos T e as células

apresentadoras de antigenos ou as células alvd5IMI& PARNES, 1993).

As células T CD24virgens podem se diferenciar em diversos tiposétiglas T
efetoras depois de ativadas pelo antigeno. Ostigois de células T CD4efetoras s&o
chamados de células Thl e Th2, que assim se difarendependendo do
microambiente de citocinas, no qual essas célsl@® expostas. Em particular, o IFN-
v, a IL-12 e a IL-18 s&o essenciais na fisiologialdsenvolvimento de células Thl, e a

IL-4 no desencadeamento da resposta Th2 (KINDT8R00

As células Thl sédo capazes de controlar deternmsniafieccoes intracelulares,
como as causadas pelas micobactérias, por ativardfagos infectados, induzindo a
fusdo de seus lisossomos as vesiculas que contdrace&gias. Também, auxiliam a

producdo de anticorpos por meio da liberagcdo daissino-estimuladores e pela
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interacdo com os linfocitos B. Ja as células Th2ceimteiramente dedicadas a ativacéo
das células B virgens, na producéo de anticorpddRRHY, 2010).

CD4 é uma molécula de 59 kDa, composta por quatnoimios semelhantes a
imunoglobulina (D1, D2, D3, D4), de cadeia Unicamcafinidade especifica para o
MHC classe Il, expressa na superficie de algumasaséT, macréfagos, mondcitos e
células dendriticas. CD8 € dimero de 34 kDa, foonaat duas cadeias diferentes (alfa
e beta), ligadas por uma ponte dissulfidrila, goletém um Unico dominio, semelhante
a imunoglobulina, ligada a membrana por um segmel@ocadeia polipeptidica
estendida, altamente glicosilado e importante méocmacéo e na protecdo de clivagem
por proteases. E capaz de interagir com o recej@@élula T como co-receptor para
moléculas de MHC da classe | no reconhecimentg@mito (MURPHY, 2010).

Na hanseniase tuberculdide, os linfocitos T CTBd dispdem no centro do
granuloma e os linfécitos TCD®redominam ao seu redor, enquanto que na hansenias
virchowiana, os linfécitos T CD4 T CDS§ estéo distribuidos difusamente no infiltrado
inflamatorio, sem constituir um granuloma (MAEDAQB).

Massone e colaboradores (2011) ao avaliarem o ifenatpo do infiltrado de
linfécitos em hansenianos co-infectados com o védasimunodeficiéncia Adquirida
através da técnica de imuno-histoquimica, obsemvatme as células T CD8
predominavam no infiltrado celular de hansenianadtibacilares co-infectados com
HIV (99,4%). Na forma borderline-tuberculdide e me@c¢éo reversa da hanseniase, a
presenca dessas células estava localizada dendam redor dos granulomas, com
auséncia de identificacdo de células T CD4

Gonzalez e colaboradores (1999), através de arddigenotipos de superficie
de células inflamatdrias pela imuno-histoquimicmatuiram que as células T sdo mais

frequentes nos grupos TT/BT, existindo maior nundgstas células nestes casos que
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no grupo LL. Demonstraram também, predominio de@muos contra subpopulagdes
de células T CD%nos casos TT e BT e maior proliferacdo de céll@D8" nos casos
LL.

» CD20

E um heterodimero com peso molecular de 33 a 37, klRasuperfamilia
protéica de transposicao-transmembrana-4, expressgecificamente em células da
linhagem B do sangue periférico e tecidos linféjdega ligacdo com os antigenos ativa
as vias dependentes de tirosina quinase, deterdunamroliferacdo e a diferenciacao
dos linfocitos B (KINDT, 2008).

lyer e colaboradores (2007) identificaram nas lesde pele de pacientes com
hanseniase, através do estudo imuno-histoquimicmimero grande de células CD20
nos casos dimorfo-virchowianos e nos virchowianeisquanto que nos dimorfo-
tuberculdides a presenca desse marcador foi esparédjue reforcou o predominio da
resposta imune humoral no espectro mais dissemuteadoenca.

Estudos recentes tém demonstrado papel importantiefdcitos B (CD20) na
defesa contra patdgenos intracelulares como basté&i fungos. Nas lesdes de
hanseniase, as células B sdo cruciais para readzino tecidual resultante da resposta
vigorosa do hospedeiro all. leprae e para a contencdo da bactéria através da
manutenc¢éo e do desenvolvimento do granuloma (I¥E&., 2007).

» (CD138 (Sindecano-1)

E uma proteina transmembrana tipo | heparan-sulf@m®embro da familia
proteoglicana dos sindecanos, de 30,5 kDa coddiqadt um gene localizado no braco
curto do cromossomo 2. Os sindecanos medeiam gabgaelular, sinalizagéo celular e
a organizacao do citoesqueleto, funcionando coma proteina integral da membrana

celular e participam da proliferagdo, migracéo tegragdo com a matriz celular via
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receptor para proteinas da matriz extracelularxffessa em células pré-B, células B
imaturas, plasmoécitos, superficies basolaterais adulas epiteliais, células
mesenquimais embrionérias, células do musculoviscular, endotélio, células neurais
e de cancer de mama, mas estao ausentes nosttisfBamaduros circulantes (KINDT,
2008).

lyer e colaboradores (2007) demonstraram através adalise imuno-
histoquimica num estudo prospectivo em hanseniamoderada positividade de células
CD79 e CD138 no infiltrado celular dos pacienteshatifo-virchowianos e nos
virchowianos, enquanto que, nos dimorfo-tuberc@®ida positividade ou a
negatividade foi esporadica, confirmando a presedea células B maturas e
plasmacitos, respectivamente, naquelas leséedtamdo no aumento dos titulos de
anticorpos circulantes naquelas formas de hangenias

» FOXP3

Fator de transcricdo da familia das proteinas Fi2X§0 a 55 kDa, expresso em
células T reguladoras naturais, envolvido na ma@ddala resposta imunolégica contra
diferentes patdgenos (MURPHY, 2010). Células T latpras que expressam o
FOXP3 séo criticas na determinacgdo de toleranaiadhdgica, suprimindo a funcéo de
células T auto-reativas, além de modificar a apteséo de algumas doencas, como a
tuberculose, cuja presenca de células Tregs eradddvequéncia, estid associada com a
reducdo dos niveis de IFNe no comprometimento funcional das células T,etqude
a determinar uma evolugéo da doenca para o pole gnave (RIBEIRO-RODRIGUES
e col., 2006).

Massone e colaboradores (2009) demonstraram atra@ésum estudo
retrospectivo envolvendo vinte hansenianos, a pgasde células FOXP8m 95% dos

casos, com uma densidade média de 2,9% do infltreein diferenca estatistica na
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expressao nos casos TT, BT, BL e LL, enquanto guesignificante incremento foi
observado na reacéo reversa comparado aos paaentesritema nodoso hansénico e
nas formas néo reacionais. Esses autores tamb&tatavam, que nas formas TT e BT,
as células encontravam-se dentro e ao redor dosilgraas, enquanto que, nos BL e
LL estavam dispostas difusa e aleatoriamente ritradfo inflamatorio.

Taflin e colaboradores (2009) sugeriram que a psede células Treg
(FOXP3) dentro dos granulomas apresenta papel mais ghevelo que curativo, com
funcéo protetora na manutencédo da tolerancia indgiea.

» TIA-1 (Antigeno 1 intracelular de células T)

Trata-se de proteina associada a granulos citoptasm, de 17 kDa, expressa
em células com capacidade citotdxica, podendo estaolvida na sinalizacdo da
apoptose mediada pela cascata de Fas (IZQUIERDIB) 20

Harvell e colaboradores (2003) demonstraram a espoedo marcador TIA-1
em leucocitos polimorfonucleares, eosindfilos, megtds e em dermatoses benignas
como liquen plano, psoriase, liqguen escleroso, é@rflpus eritematoso, dermatite
herpetiforme, urticaria e eritema anular centrifugoodificando a idéia que essa
proteina era especifica de linfocitos T citotoxicos

Massone e colaboradores (2011) ao avaliarem o ifenatpo do infiltrado de
linfécitos em hansenianos co-infectados com o vidasimunodeficiéncia Adquirida
através da técnica de imuno-histoquimica, obsarvapse as células FOXP2 TIA-1
foram detectadas dentro e ao redor dos granuloroaspacientes TT e BT, e
distribuidas difusamente no infiltrado macrofagms BL, sendo que mais de 75% das

células CD8 apresentavam o fendtipo de citotoxicidade (TIA-1).
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Tratamento da hanseniase

O tratamento da hanseniase preconizado pelo Mioigté Saude se baseia na
poliquimioterapia, oficialmente desde 1990, respwek pela drastica reducdo da
endemia e pela proposta de se evitar o aparecindnt@sisténcia medicamentosa
(MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

Para os casos paucibacilares, recomenda-se dapfonang por dia, auto-
administrada, e rifampicina 600 mg, uma vez por,sépervisionada, nos pacientes
adultos, seis doses. Estes pacientes ndo poder&oaie de trés faltas seguidas nas
tomadas mensais da rifampicina. A alta por curadadcaso o paciente complete as
seis doses do esquema em até nove meses conse¢MiMISTERIO DA SAUDE,
20009).

Nos pacientes multibacilares, o esquema preconigathpsona dose mensal de
100 mg supervisionada e 100mg auto-administratiampicina 600mg supervisionada
e clofazimina 300mg mensal, com administracdo sugenada, e 50 mg auto-
administrada. Sera dada a alta quando os pacieotegletarem 12 doses em até 18
meses, ndo podendo haver mais que quatro falta®@aivas nas tomadas das doses

mensais (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

HELMINTOS INTESTINAIS

Helmintos ou vermes sdo animais metazoarios, gderpgarasitar varias partes
do corpo humano, e através das alteragbes imucagor eles determinadas sao
capazes de influenciar na resposta imunolégicadradoencas infecciosas (MOREAU

e col., 2010).
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Os helmintos podem ser classificados em trés gsagdgos: nematddeos ou
vermes cilindricos; cestéides ou vermes chatos rdesips de tubo digestivo; e
trematddeos, os vermes providos de ventosas (REDB)2

Os nematdides mais frequentes sdscaris lumbricoides, Ancylostoma
duodenale, Necator americanus, Enterobius vermi@jlaWuchereria bancrofti,
Trichuris trichiura e Strongyloides stercoralisio grupo dos cestédeos destacam-se:
Taenia soliume Taenia saginata, Echinococcus granulosus, Hymemlepna e
Hymenolepis diminutae dentre os trematdédeosFasciola hepaticae Schistosoma
manson({REY, 2008).

Infeccbes parasitarias por helmintos intestinaisma@ por exemplo, a
ascaridiase, tricuriase e ancilostomiase sao fntegie 26%, 17% e 15%,
respectivamente, em paises de baixo e médio ne&valedenvolvimento, sobretudo
naqueles com condi¢des sécio-econdmicas e hig@emeacarias (SUPALI e col.,

2010), onde séao consideradas problema de saudegp(MONTRESOR, 2003).

As maiores taxas de infecgdes pacarisocorrem na China, Sudeste da Asia,
nas regides costeiras Africa Ocidental e na Af@emtral. As infeccdes pdrrichuris
apresentam sua maior prevaléncia na Africa Cer8rdlda india e Sudeste da Asia e as
infeccdes por ancilostomideos sdo mais comuns neaf$ub-Saariana, Sul da China e

Sudeste da Asia (SILVA e col., 2001; MONTRESOR, 300

Mesmo com essa alta frequéncia de infec¢Bes paiasitndo sdo consideradas
prioritarias pelas autoridades de saude, por n&arees associadas com alta
mortalidade. No entanto, as enteroparasitoses pafietar o equilibrio nutricional, pois
interferem na absorcdo de nutrientes, induzem aaregto intestinal, reduzem a

ingestao alimentar e ainda podem causar complisacoeno obstrucdo intestinal,
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diarréia cronica, crises epilépticas, hipertensédafy prolapso retal e formagédo de

abscessos (REY, 2008).

O espectro e a prevaléncia parasitaria variam tieentes regides brasileiras,
de acordo com as condi¢des climaticas, sanita@so-econdmicas e educacionais de
cada area. Ludwig e colaboradores (1999) estabataceima correlacdo entre as
condicbes de saneamento basico e a frequéncia rdsitpaes e evidenciaram uma
relacdo inversa entre a prevaléncia de examesitodigeos de fezes positivos e a

populacdo atendida por melhoria das condi¢cdesraEaggento basico.

Imunologia nas infec¢des helminticas

Tanto a resposta imune inata quanto a adquiridahodspedeiro sdo de
fundamental importancia no controle das infecc@mimticas, e ambas dependem de
inimeros fatores, dentre 0s quais se destacamargp qarasitaria: intensidade de
infeccdo, b) espécie do helminto: ciclo de vidditad definitivo e migracado, c) estagio
de infeccdo: aguda ou cronica, d) frequéncia desgao: primo-infeccao, re-infeccéo
ou tratamento anti-helmintico prévio, e e) fatayeséticos e intrinsecos do hospedeiro:
estado nutricional, imunomodulacdo promovida poodptos parasitarios e status
imunolégico (WANG e col., 2008; HELMBY, 2009).

Apesar do complemento e de outros fatores da resposune natural
contribuirem para a defesa contra a infeccdo pbElmintos, a resposta imune
especifica com a producdo de anticorpos € de smpariancia na eliminacdo desses
parasitas. Ha forte estimulacdo da resposta imin2e dom expressdo aumentada das
citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, as quais, dentre asgtfuncdes, induzem a produc¢ao de IgE

pelas células B e ativagcdo de eosinofilos, mast®ce# basofilos, componentes
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fundamentais na defesa contra helmintos (BENTWIQidlg 1996; MULCAHY e col.,
2003; HELMBY, 2009).

Dados recentes indicam que moléculas lipidicasvaeais de helmintos
(PAMPS) séo responséaveis pela ativacdo de TLRZ (Tkeé Receptor), que induzem
tanto a expressdo de células T reguladoras (inibeproducdo de citocinas pro-
inflamatodrias e a expressao de moléculas co-esttdnids, MHC 1), quanto estimulam
as ceélulas dendriticas no direcionamento da respds?2 (VAN DER KLEY e col.,
2002; MULCAHY e col., 2003; HEWITSON, 2009; EVERT3010; SMITS e col.,
2010). Esse fendmeno explica como a estimulagdonemardnica, continua,
determinada pela infec¢@o cronica por nematdidedeéada apesar da forte resposta
Th2 (BORKOW e col., 2000).

Para facilitar sua sobrevivéncia em hospedeirosidoompetentes, os helmintos
desenvolveram sofisticadas estratégias, incluindapacidade de modular e manipular
0 sistema imune do hospedeiro. Essa habilidadeltenmaraa resposta imune, torna o
hospedeiro hiporresponsivo, através da indugcédcétidas T reguladoras e modulacao
da resposta imune inata, tais como macrofagosiaséliendriticas e células do estroma
local, com aumento de niveis de IL-10 e TFeomo também interfere na resposta
imune contra antigenos parasitarios e na protegétacoutros patégenos (HELMBY,
20009).

Através da inducédo de células T reguladoras (CD25FOXP3 Treg) e do
desvio do sistema imune para Th2, infeccbes porat@des intestinais apresentam
papel benéfico no controle de desordens auto-imaneas doencas que cursam com
resposta imune celular exacerbada, em que ha phedoda resposta Thl, como no

caso das doengas inflamatérias intestinais (WANGok, 2008). No entanto, a
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interferéncia das infecgbes por nematoéides intaistitem evidenciado papel deletério
na evolucéo de outras doencgas infecciosas (HELMIBY9; SMITS, 2010).

Bentwich e colaboradores (1999) demonstraram gdiiduos co-infectados
pelos HIV eS. mansoniapresentaram cargas virais elevadas em comparagio c
individuos HIV em areas nao-endémicas, ndo portaddessa verminose. No entanto,
guando a terapéutica anti-helmintica foi adminéitraos infectados pe®. mansoni
houve reducdo da carga viral plasmatica do HIV, pamdvel aos individuos néo
infectados, em areas ndao endémicas. Este fatoesggero tratamento com drogas anti-
helminticas € capaz de restaurar a resposta imuatamlar a progressdo da doenga,
como por exemplo, na infeccéo pelo HIV.

Tristdo-Sa e colaboradores (2002) encontraram emestodo caso-controle,
uma maior frequéncia de nematdides intestinais rapogcom tuberculose pulmonar
guando comparado ao grupo controle sem tuberculssgerindo que o efeito
modulador da resposta imunitaria induzida por némes intestinais possa ter
contribuido para a infeccédo pedtycobacterium tuberculose/ou progressao da doenca
(TRISTAO-SA e col., 2002).

Considerando-se que a imunidade efetiva conMgabacterium tuberculosis
dependente da eficiéncia da resposta imunitéridThiT, € possivel que uma infeccéo
prévia por nematoides intestinais possa facilitamauinfeccdo subsequente pela
micobactéria e/ou promover a progressao da doemgafprmas mais severas, atraves
do aumento da atividade de células T reguladoradaoproducédo de citocinas Th2
(DINIZ e col., 2010).

Diniz e colaboradores (2001), em um estudo castralen retrospectivo,
observaram um aumento na frequéncia da infeccdonporatdides intestinais em

pacientes com hanseniase quando comparados aocde®(pacientes sem hanseniase,
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controlados para idade e género e oriundos de usmmaospital), sendo essa relacao
mais significativa nas formas mais graves da dqeogaseja, nas formas dimorfa e
virchowiana da doenca. Esses dados sugerem guecgdn por helmintos intestinais
pode facilitar a infecgcdo pdfycobacterium leprae/ou a progresséo da doencga para o
polo lepromatoso.

Diniz e colaboradores (2010), em um estudo prosmeale hansenianos
multibacilares com nematoides intestinais, demaretn um aumento significativo na
liberacdo das citocinas IL-4 e IL-10 em culturascdkilas do sangue periférico destes
pacientes, estimuladas com antigenoMdéeprae quando comparados a pacientes nao
infectados por helmintos intestinais. Esses dadgsrgam que a presenca de helmintos
possa ter favorecido a resposta imune Th2.

Estudos em seres humanos tém sugerido que infepgieiselmintos afetam
também a susceptibilidade a infeccdo por malamaedgel e colaboradores (2003)
mostraram que criangas infectadas pethistosoma mansgrespecialmente aquelas
com alta carga parasitaria, apresentaram uma fneguénaior de surtos de ataques
malaricos. Porém, outros estudos sugeriram que daicéio de citocinas anti-
inflamatorias por infec¢des helminticas concoméantfoi capaz de reduzir a resposta
inflamatdria e suprimir o desenvolvimento de mal@erebral (HELMBY, 2009).

Geiger e colaboradores (2002) demonstraram, atdavéenducédo de um estudo
em duas comunidades rurais (Motas e Pires), laddiz a 70 km da cidade de Belo
Horizonte, na regido Sul, que a co-infeccAscaris lumbricoidese/ou Trichuris
trichiura e a alta carga parasitaria, ndo somente resutt@umento da resposta celular
especifica contra os parasitas, como também reduzisposta Thl. Foi observado

também, que citocinas pro-inflamatoérias (TMFiIL-12 e IFNy) estavam suprimidas
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no grupo com alta carga parasitaria, mono infectamom Ascaris ou co-infectados
pelosAscaris lumbricoides e Trichuris trichiura

Tendo em vista que 0S mecanismos reguladores ohakizpor agentes
infecciosos também inibem a exacerbacdo da resfdsla seria esperado que as
infeccdes tivessem capacidade de prevenir o sunfimde doengas auto-imunes.
Summers e colaboradores (2003) demonstraram atthvésn ensaio clinico, que a
exposicdo a helmintos inibiu as manifestacdes aelfnida doengca de Crohn e da
retocolite ulcerativa, doencas auto-imunes, atrdeéggulacao da resposta Thl.

Silva e colaboradores (2010) conduziram um estradtstersal com o objetivo
de avaliar a associacdo entre a dermatite atoacasearidiase em criangas entre dois e
dez anos, residentes no bairro de Pedregal, Cantpiande (PB), area de baixos
indicadores socio-econémicos. Verificou-se, atradésse estudo, que a exposicao
parasitaria diminuiu a ocorréncia da forma grave déamatite atopica devido a
tolerdncia imunoldégica.

A observacdo em paises em desenvolvimento, comcalga de infeccdes
parasitarias, sugeriu um efeito protetor das irifesc¢ parasitarias contra as
manifestacbes alérgicas mediadas pela IgE. Nesdsessp a prevaléncia de doencas
atopicas € muito menor do que nas nagoes indistdals. As infec¢des parasitarias se
correlacionam com a produgéao de IL-10, induzidah@bmintos, a qual, por sua vez, foi
inversamente associada a sensibilizacdo alérgissesEachados sugeriram que as
propriedades anti-inflamatoérias da IL-10, induzpda infeccdo por helmintos, podem
atenuar a resposta alergénica ou promover toledWéN DEN BIGGELAAR e col.,
2000). Essa relacéo inversa com sensibilidade iéaao teste cutaneo foi demonstrada
em infecgbes por helmintos, tais como: ascarididseuriase e ancilostomiase

(COOPER e col., 2003).
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Portanto, o que se observa, € que as infec¢dedrtielms causam alteragbes nas
células T, no perfil de ativagdo dessas célulagraénando importante impacto na
resposta imune do hospedeiro, o que culmina naferdacia da defesa a outras
doencas, aumentando ou diminuindo a capacidadeosipetieiro em reagir a outros

patdgenos.
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3.0 - OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
» Determinar as caracteristicas imuno-histoquimicas tksdes das formas

clinicas da hanseniase em pacientes com e senmtmdnntestinais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Realizar estudo epidemioldgico para verificar a#xicia de associacéo entre as
varidveis: a) forma clinica da hanseniase e clesgd#o operacional, b)
diagnéstico clinico e histopatolégico, c) formanida e sexo dos pacientes, e d)

presenca de verminoses e sexo dos pacientes.

> Analisar a presenca e frequéncia de células’COBS’, CD20, CD138, TIA-
1" e FOXP3 através da imuno-histoquimica, em amostras desizi$le lesbes
de pele, de pacientes com o diagnostico clinictmbégologico de hanseniase

com e sem verminose intestinal.
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4.0- METODOLOGIA

4.1-Tipo de estudo e caracterizagcdo da amostra

Estudo descritivo, baseado na analise retrosped@varontuarios e de exames
anatomo-patolégicos de bidpsias de pele de pasietémdidos no periodo de 1995 a
2010, no Servico de Dermatologia e Patologia dophialsUniversitario Cassiano
Antdnio Moraes, situado em Vitoria (Espirito Santo)

Esses prontudrios foram selecionados mediantesangliévia dos arquivos
existentes no Servico de Dermatologia, de todogastentes que foram submetidos a
bidpsia e ao exame histopatolégico e encaminhadessado de dermatopatologia,
realizada uma vez por semana.

Quando identificado um caso de hanseniase, atdevé@mnalise do prontuario,
confirmado tanto clinica quanto histologicamentgne anotados 0s seguintes dados
dos pacientes: idade, sexo, forma clinica de apt@s@ da doenca, diagndstico
histopatolégico e a presenca ou auséncia de vesmima espécie envolvida.

Em seguida, foram separados os blocos de paradinzigpsia cutanea desses
pacientes, que se encontravam no Setor de PatoldgiaHospital, e foram
encaminhados para o Servico de Imunologia do Hasda Universidade de Graz,
Graz, Austria, para a realizacdo da analise imustoduimica para a pesquisa de

marcadores anti-CD4, anti-CD8, anti-CD20, anti-TlAanti-CD138 e anti-FOXP3.

4.2- Populagéo
Pacientes atendidos no periodo de 1995 a 2018enaco de Dermatologia do
HUCAM, com o diagnéstico de hanseniase e que, apd@sispeita clinica, foram

submetidos a bidpsia e exame anatomo-patoldgitesde de pele.
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Critérios de Inclusdo dos pacientes
¢ Pacientes com diagndstico clinico de hanseniasenérrnado pelo
exame histopatologico.
¢ Pacientes que realizaram exame parasitoldgico zks fe tiveram seu

resultado anotado no prontuario médico

Critérios de Exclusédo dos pacientes
¢ Pacientes com hanseniase confirmada pelo exanopdtistogico, mas
gue nao realizaram ou nao foi anotado no prontudri@sultado do

exame parasitologico de fezes.

4.3- Método Imuno-histoquimico

O exame imuno-histoquimico, técnica essencialmgotditativa, consiste no
método de analise molecular dos tecidos, obsenamomicroscépio, buscando
identificar as caracteristicas moleculares das ghgereEsse procedimento foi realizado a
partir do processamento dos blocos de parafinada@btdo Setor de Patologia do
Hospital Universitario Cassiano Antdnio Moraes €aninhados para o Servico de
Imunologia do Hospital da Universidade de Graz zGAaistria.

As fitas de parafina e as etapas consistiram erotomia, com a obtencéo de
cortes histolégicos de dois a tr@g de espessura. As fitas de parafina obtidas no
processo de corte pela microtomia foram cuidadostmeolocadas em banho-maria
histolégico e o0s cortes depositados em laminas igr@nte tratadas com 3-
aminopropiltrietxisilano (APTS). As laminas com cartes foram levadas a estufa a

60°C e deixadas por 24 horas para melhor adestzido.
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Os cortes passaram por trés banhos de xilol, pompenos cinco minutos cada,
e trés banhos em uma série de diluigcbes de etadolde etanol 100% a etanol a 10%
de alcool absoluto (10 segundos em cada), para letan@ desparafinizacdo. Por
ualtimo, foram deixadas em banho de solucéo salimponada (PBS, pH 7,2) por cinco
minutos. Apds as laminas terem permanecido por p&nos cinco minutos no PBS,
foram transferidas para a bandeja e iniciaram-seprosedimentos de bloqueio,
recuperacdo de epitopos e incubagdo. Procedeutsecaeeio da peroxidase enddgena
com dois banhos, de 10 minutos cada, de solucgemxido de hidrogénio @D2) a
3% em metanol; seguindo-se de lavagens com agudadase PBS (pH 7,2). As
laminas foram incubadas no &cido etilenodiaminadéetttico (EDTA) a 0,1 mM para
recuperar os epitopos de CD4 e CD8, pelo calogrd@rquatro minutos, contados a
partir da fervura, seguindo-se de lavagens em éguante e destilada. Apés as etapas
de recuperacgdo de antigeno, as laminas foram rheag novamente na solugéo salina
de PBS (pH 7,2), transferidas para a bandeja dattas com os anticorpos especificos
(anti-CD4, anti-CD8, anti-CD20, anti-CD138, anti-RB8 e anti-TIA-1), diluido em
tampao PBS, durante 16 a 18 horas a 4°C, em caAmada. Apos a incubacao durante
a noite, as laminas foram lavadas com PBS e osoaptis secundarios adicionados. O
anticorpo secundario empregado nessa técnica fatama com biotina, e a enzima
apresentou-se sob a forma de um complexo diretambégado a avidina ou
estreptoavidina.

O anticorpo secundario ligado a biotina foi subdweta incubacdo por 30
minutos e entéo, se procedeu com novas lavageB&nAcrescentou-se o complexo
estreptoavidina conjugado com a peroxidase, incgleoyor mais 30 minutos e
novamente realizou-se lavagem com PBS, enxugarel@esso e pingando a solucdo

de 3,3-Diaminobenzidine (DAB), substancia cromégeque ficou por cinco minutos.
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Finalizado os cinco minutos, as laminas foram nlbeglas em agua corrente, contra-
coradas com hematoxilina, hidratadas, diafanizaglamontadas com balsamo e

analisadas através de um microscopio optico.

4.4- Andlise estatistica

As variaveis foram estudadas através do programestigistica SPSS 17.0 e
Prisma 5 OSX, versdo 5 de 2009, tomando-se con® dasvel de significancigp <
0,05.

Para a andlise da concordancia clinico-histopatdofpi empregado o teste
kappa que se baseia no numero de casos cujo resultadomesmo entre 0s
diagnésticos. kappavaria de -1 a +1. O valor +1 representa total ooéncia entre
os dois avaliadores, ou seja, os dois avaliadolassificaram todos os dominios
exatamente da mesma forma, o valor zero signifiexisténcia de relagdo entre as
classificagcbes dos dois avaliadores, e o valorighifca que os dois avaliadores
classificaram exatamente o oposto, sugerindo didomra, mas ndo a intensidade da
discordancia. Em geral, observam-se as seguirdssifitacdes para a interpretacéo do
kappa menor de 0,40 significando pequena concordamemres entre 0,41 e 0,60
representando concordancia regular, valores er@ifiee00,80, boa concordancia e maior

de 0,80 excelente concordancia.

4.5 — Consideragdes Eticas

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pissgo Centro de Ciéncias da
Saulde, da Universidade Federal do Espirito Samib, s nimero 042/11, sendo

aprovado em Reunido Extra Ordinaria realizada enheOhaio de 2011.
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O estudo nao trouxe prejuizos aos sujeitos envadvi®s participantes tiveram
assegurado sua identidade no anonimato, de acaniooc prescrito na Resolucao
196/96 do Conselho Nacional de Saude, que contémtrides e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seresnbsneatodos 0s aspectos éticos e

legais referentes as fases do projeto foram resjueitde acordo com essa resolucgéo.
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5.0- RESULTADOS

Figura 1: Fluxograma na obtencéo dos prontuartdeas dos pacientes do estudo.

152 pacientes do arquivo do Servi¢co de Dermatolegjisnetidos a
sessao de dermatopatologia com confirmacéo didgad hanseniase

/\

101 prontuarios encontrados no 51 pacientes excluidos por falta de
arquivo do hospital prontuarios no arquivo do hosp
/\ 58 prontuarios excluidos: sem registro
53 prontuarios com registro do EPF do EPF e sem dados clinicos e
histopatopatologicos registrados

T

16 pacientes com EPF| | 32 pacientes con 05 pacientes com EPF
positivo para nematéide$ EPF negativ positivo para protozoariog

11 blocos 05 blocos nédo 20 blocos 12 blocos néo 01 bloco 04 blocos néao
encontrados encontrados encontrados encontrados encontrado encontrados

— N — ~
07 blocos 04 blocos nédo 17 blocos 03 blocos nédo 01 bloco analisado
analisados pela analisados pela analisados pela analisados pela pela imuno-
imuno- imuno- imuno- imuno- histoquimica
histoquimica histoguimica histoquimica histoquimica

Foram selecionados no arquivo de Dermatologia, fi&2ientes atendidos
durante o periodo do estudo, com o diagnésticicolite hanseniase e confirmado pelo
estudo histopatologico das lesbes cutaneas. Ddsigsprontuarios foram obtidos no
arquivo geral do Hospital (SAME), sendo, portanéscluidos 51 por ndo serem
disponibilizados pelo setor. Em seguida procedea-ardlise dos prontuarios obtidos,
sendo excluidos 58 prontuarios por falta de ragider exame parasitoldgico de fezes
(EPF), quer seja pela ndo anotacdo do resultade @esme ou pela auséncia de
solicitacdo por parte da equipe, e por falta deosladinicos e/ou histopatolégicos dos

pacientes.
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Dos 53 prontuarios de pacientes com hanseniaseme registro de EPF,
dezesseis eram positivos para nematoides, cindtivpsspara protozoarios e trinta e
dois apresentavam resultado negativo para helminpostozoarios.

Dos dezesseis pacientes que apresentaram o resdtiagikame parasitolégico
positivo para nematéides, onze blocos de parafgtavam disponiveis no Setor de
Patologia do Hospital, dos cinco com protozoaraslfsponibilizado um bloco, e dos
trinta e dois com resultado negativo no examegviotam encontrados, como pode ser
observado no fluxograma acima.

Esses trinta e dois blocos de parafina de pacieoteshanseniase co-infectados
pelos nematoides intestinais, protozodrios e semriafec¢cdo foram encaminhados ao
Servico de Imunologia do Hospital da Universidade @raz, Graz, Austria, e
submetidos ao estudo imuno-histoquimico, realizpéto colaborador Dr. Cesare
Massone.

Dos onze blocos disponibilizados de pacientes cao-iafeccdo hanseniase e
nematoides intestinais, sete puderam ser analisaelosexame imuno-histoquimico,
sendo quatro indisponiveis para o exame, quer sela,qualidade ruim do bloco ou da
biopsia muito superficial; dos vinte blocos de patés com hanseniase sem nematéides
intestinais, dezessete puderam ser analisados) s@sdexcluidos pelas mesmas razdes
anteriormente mencionadas; e o bloco do pacientefectado conEntamoeba cole
Entamoeba hystoliticpode ser estudado.

A idade mediana dos cinquenta e trés pacientestddaefoi de 43 anos (desvio
padrdo de 17 anos e nove meses), sendo a idadeardei16 anos e a idade méaxima de
78 anos. A caracterizacdo da faixa etaria podasdiada na Tabela 1. Em relagdo ao
sexo, vinte e nove (54,7%) pacientes eram feminiaosinte e quatro (45,3%)

masculinos.
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Tabela 1- Caracterizagdo dos 53 paciexgtggndo a faixa etaria.

Faixa etéaria n %
16 a 19 anos 2 3,8
20 a 29 anos 13 24,5
30 a 39 anos 8 15,1
40 a 49 anos 8 15,1
50 a 59 anos 8 15,1
60 a 78 anos 14 26,4

Total 53 100

A distribuicdo dos 53 pacientes em relacdo as ferpimicas da hanseniase
comparada ao resultado do estudo histopatologico ldsbes cutaneas pode ser
observada na Tabela 2. Nenhum paciente teve saispéitica de hanseniase
indeterminada. Os diagndsticos clinicos nem sengmiacidiram com as formas
clinicas observadas ao exame histopatologico @@ lestanea. Trés pacientes 0s quais
nao tiveram como primeira hipotese diagnodsticarsdém@iase, mas sim outras doencas
dermatolégicas, como granuloma anular, carcinomaodmular e vasculite,
apresentaram confirmacéo de hanseniase ao exawmgabhidogico, sendo dois da forma
tuberculdide e um da forma virchowiana da doenca.

No estudo, observou-se boa concordank&pga= 0,61) entre o diagnostico
clinico e o histopatolégico (Tabela 2), sendo queoacordancia foi maior para as
formas polares: HT e HV (Figura 2), o que de cemntlo era esperado, uma vez que
essas formas da doenca apresentam caracteristioa-histologicas peculiares,
enquanto que as formas dimorfas sdo imunologicanerdtaveis, dificultando o

diagnéstico.
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Tabela 2 — Distribuicdo dos 53 pacientes pelosndisiicos clinicos e os resultados dos

exames histopatologicos, com a estatidtag@pa

Diagndstico Diagnastico histopatolégico Kappa
Clinico Hi  HT  HDT HDV HV

HT (14 casos) 2 12 0 0 0

HDT (16 casos) 1 4 9 1 1

HDV (4 casos) 0 0 0 3 1 0.61*
HV (16 casos) 0 0 0 1 157
Outros (3 casos) 0 2 0 0 1

Total 3 18 9 5 18
* Coeficiente estatisticamente significante.

Legenda: HI (Hanseniase Indeterminada), HT (HaasenTubercul6ide), HDT (Hanseniase Dimorfa-
Tuberculoide, HDV (Hanseniase Dimorfa-Virchowiartdy, (hanseniase Virchowiana).

Figura 2: Correlacdo do diagnéstico clinico comesuitado do estudo histopatologico

dos 53 pacientes analisados.
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Legenda: Legenda: HI (Hanseniase Indeterminada)(Hdihseniase Tuberculéide), HDT (Hanseniase
Dimorfa-Tuberculéide, HDV (Hanseniase Dimorfa-Viogtiana), HV (hanseniase Virchowiana).

O resultado do histopatolégico foi adotado comorgacha classificacdo da
hanseniase. Desta forma, trinta (56,6%) pacieméas paucibacilares (HI, HT e HDT)
e 23 (43,4%) eram multibacilares (HDD, HDV e HV@lpclassificacdo operacional da

Organizacédo Mundial de Saude (Figura 3).
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Figura 3 — Distribuicdo dos 53 pacientes em pevagnsegundo classificacdo

operacional da Organizacdo Mundial de Saude.

43,4%

56,6%

@ Paucibacilar B Multibacilar

Dentre os 24 pacientes masculinos, nove (37,5%0) @aucibacilares (um Hl,
trés HT e cinco HDT) e quinze (62,5%) eram multilzaes (quatro HDV e onze HV).
Dos vinte e nove pacientes do sexo feminino, venten (72,4%) eram paucibacilares
(dois HI, quinze HT e quatro HDT) e oito (27,6%)ltinacilares (um HDV e sete HV),
conforme demonstrado na Tabela 3 e na Figura 4ob®ervado, entdo, que 0 sexo
feminino foi mais frequente nos casos paucibaalage 0 masculino nos casos

multibacilares § < 0,05).

Tabela 3 - Relacédo entre o sexo dos pacientes lassifitacdo operacional dos 53

pacientes analisados.

Classificacéo Sexo

) -valor
Operacional P

Masculino  Feminino Total

Casos Paucibacilares 9 (37,5%) 21 (72,4%) 3®%p, 0,02
Casos Multibacilares 15 (62,5%) 8 (27,6%) 234%3, 0,02
Total 24 (100%) 29 (100%) 53 (100%) -
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Figura 4 - NuUmeros absolutos do cruzamento entresewo e o diagnostico
histopatolégico dos 53 pacientes do estudo.
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Pacientes (n)

HI HT HDT HDV HV

O Masculino B Feminino

Legenda: Legenda: HI (Hanseniase Indeterminada)(Hhseniase Tuberculdide), HDT (Hanseniase
Dimorfa-Tuberculoide, HDV (Hanseniase Dimorfa-Viogtiana), HV (hanseniase Virchowiana).

Os episodios reacionais (reacdo reversa e/ou eritemadoso), aos quais 0S
pacientes podem ter apresentado durante o tratajpoemh consequente necessidade do
uso de corticosterdides ou talidomida, ndo pudesamavaliados por falta de dados
clinicos anotados nos prontuarios dos pacientes.

Em relacdo ao tratamento adotado nos pacientestddoe dos 30 pacientes
paucibacilares, dezessete (56,7%) utilizaram a PBTE os demais paucibacilares
(n=13 pacientes, 43,3%) a PQT/MB, como também, so@®3 pacientes) os

multibacilares, conforme demonstrado na Tabel&ifera 5.
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Tabela 4 — Correlagcédo entre o tratamento adotaalalassificacdo operacional dos 53

pacientes estudados.

Classificacao operacional

Tratamento o o p-valor
Paucibacilar Multibacilar Total

PQT-PB 17 (56,7%) 0 (0,0%) 17 (32,1%) 0,000

PQT-MB 13 (43,3%) 23 (100%) 36 (67,9%) 0,000

Total 30 (100%) 23 (100%) 53 (100%) -

Figura 5 — Numeros absolutos do cruzamento entrgatamento adotado e a

classificacéo operacional OMS dos 53 pacientes.
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Legenda: PQT-PB (poliquimioterapia paucibacilaf)TPMB (poliquimioterapia multibacilar).

Trinta e sete pacientes (69,8%) nao apresentavanorbadades na histéria
clinica, quatro (7,5%) tinham diabetes mellitus, ena portador de infeccdo pelo
HIV/SIDA (1,9%), um estava em tratamento de linform@o-Hodgkin (1,9%) e dez
(18,9%) pacientes, outras doencas que nao deterammanunossupressao, tais como:

hipertenséo arterial, epilepsia, anemia e doenlgagnar obstrutiva crénica (Figura 6).
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Figura 6- Distribuicdo percentual dos 58ipates segundo comorbidades.

Ausente 69,8%

Diabetes Mellitus 7,5%

Linfoma Néo 1,.9%
Hodgkin

HIV/SIDA :| 1,9%
Outras 18,9%
0,0% 20,0% 40,0% 60,0% 80,0%

Dos 53 pacientes, 32 (60,4%) ndo apresentavam nelmintios e nem
protozoarios ao exame parasitolégico de fezes, ABH2%) eram positivos para
helmintos e cinco (9,4%) para protozoarigstamoeba cole Entamoeba histolytica)

conforme demonstrado na Tabela 5 e nas Figurd 7 e

Tabela 5: Resultados dos exames parasitolégictezde dos 53 pacientes

Variaveis n %
Exame Parasitolégico de Fezes
Negativo 32 604
Ascaris lumbricoides 8 151
Strongyloides stercoralis 3 5,7
Enterobius vermicularis 2 3,8
Ancylostomideos 2 3,8
Entamoeba coli e Entamoeba histolytica 5 9,4
Schistosoma mansoni 1 1,9
Helmintos
Negativo 32 604
Presente 16 30,2
Protozoarios 5 9,4
Presenca de Helmintos
Ausente 37 69,8
Presente 16 30,2
Total 53 100
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Figura 7- Distribuicdo percentual dos 53 pacierdgegundo resultado do exame

parasitologico de fezes.
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0
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Negativo 60.4%
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Figura 8- Distribuicdo dos 53 pacientes de acowo a positividade ou negatividade
do exame parasitologico de fezes.
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Dos 16 hansenianos co-infectados pelos helmintestinais, oito (50%) eram
positivos paraAscaris lumbricoidestrés (18,7%) par&trongyloides stercoralisdois
(12,5%) paraAncylostomideqggois (12,5%) par&nterobius vermicularisum (6,25%)
paraSchistosoma mansgromo visualizado na Figura 8, sendo onze (68, t8©exo
masculino e cinco (31,25%) do sexo feminino (Figdra

Dos trinta e sete n&o co-infectados pelos helmimtestinais, treze (35,1%)
eram do sexo masculino e vinte e quatro (64,9%gedo feminino, como demonstrado
na Tabela 6 e Figura 10, com predominio de examesitologicos de fezes negativos

no sexo feminino, embora sem significancia esieaigy=0,05).

Figura 9 — Distribuicho dos 16 pacientes co-infdo$a pelos helmintos e pela
hanseniase de acordo com a espécie de helminitatkteao exame parasitolégico de

fezes.
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Tabela 6 — Correlacéo entre o sexo dos 53 paciengepresenca ou ndo de helmintos

ao exame parasitologico de fezes.

] Sexo
Helmintos p-valor

Masculino  Feminino Total
Ausente 13 (54,2%) 24 (82,8%) 37 (69,8%) 0,05
Presente 11 (45,8%) 5(17,2%) 16 (30,2%) 0,05
Total 24 (100%) 29 (100%) 53 (100%) -

Figura 10- Numeros absolutos da correlacéo ensexo dos 53 pacientes e a presenca

de helmintos ao exame parasitologico de fezes.
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Dos 23 pacientes classificados como multibacilatesze (56,5%) eram
negativos para helmintos e dez (43,5%) positivosa phelmintos e dos 30
paucibacilares, vinte e quatro (80%) eram negatpasa helmintos e seis (20%)
apresentavam positividade para helmintos, sem edif@r estatistica no cruzamento

entre positividade de helmintos e a classificagéracional (Tabela 7 e Figura 11).
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Tabela 7 — Correlagdo entre a classificacdo opmractiOMS e a presenca ou nao de

helmintos ao exame parasitolégico de fezes.

Classificacéo operacional

Helmintos p-valor
Paucibacilar Multibacilar Total

Ausente 24 (80,0%) 13 (56,5%) 37 (69,8%) 0,12

Presente 6 (20,0%) 10 (43,5%) 16 (30,2%) 0,12

Total 30 (100%) 23 (100%) 53 (100%) -

Figura 11 — Numeros absolutos do cruzamento ertlasaificacdo operacional OMS e

a presenca de helmintos no exame parasitologifezés.
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Dos vinte e quatro pacientes masculinos, onze ¥46r&o0 tinham vermes ao

exame parasitoldgico de fezes, cinco (20,8%) aptasamAscaris lumbricoidestrés

(12,5%) Strongyloides

stercoralis trés (12,5%) pacientes apresentavam,

respectivamente, os vermé&sterobius vermicularisAncylostomideo e Schistosoma

mansonie dois (8,4%) os protozoari@ntamoeba cole Entamoeba histolyticaDos

vinte e nove pacientes do sexo feminino, vinte e(d#4%) eram negativos ao EPF,
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trés (10,3%) positivos parAscaris lumbricoidesum (3,45%) paciente apresentava
Enterobius vermicularisum (3,45%)Ancylostomidece trés (10,4%) eram positivos

para protozoarios. Estes dados podem ser visuatizzal Figura 12.

Figura 12 - Correlacéo entre a positividade ou tdade do exame parasitologico de

fezes com o sexo dos 53 pacientes.
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Dos cinquenta e trés pacientes do estudo, foi y&lsairealizacdo da imuno-
histoquimica em vinte e cinco (47,2%), sendo s28846) co-infectados com helmintos,
dezessete (68%) sem a co-infeccdo com helmintopraiozoarios, e um (4%) co-
infectado por protozoario.

A distribuicdo dos vinte e cinco pacientes em @ago sexo, idade, forma
clinica, diagnéstico histopatologico de lesdo cegarclassificacdo operacional,
resultado do exame parasitologico de fezes e al periino-histoquimico pode ser

observada na Tabela 8.
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Tabela 8 - Distribuicdo dos vinte e cinco pacieseggundo o sexo, idade, forma clinica da hanseniase
histopatologia das lesGes cutaneas, classificapaoacional, presenca de helmintos e perfil imuno-
histoquimico.

Idade Diag. Histo- Frequéncia (%)
ID Sexo OoMS EPF

(anos) Clinico patologia CD4 CD8 CD20 CD138  FOXP3 TIAL
1 F 65 CBC MHT PB Ascaris lumbricoides 0 90 10 15 10 90
2 M 40 MHV MHV MB Ascaris lumbricoides 0 95 5 100 15 920
3 M 20 MHT MHT PB Ascaris lumbricoides 0 98 2 0 0 100
4 M 69 MHDT MHT MB E. colieE. histolytica <1 85 15 30 5 90
5 F 44 MHT MHT PB Enterobius vermicularis <1 95 5 10 5 90
6 M 77 MHT MHT MB Enterobius vermicularis 5 75 20 5 8 90
7 F 55 MHDT MHT PB Ascaris lumbricoides 0 90 10 2 0 100
8 M 78 MHDV MHDV MB Ascaris lumbricoides 0 90 10 5 0 100
9 M 37 MHDT MHDT MB Negativo 0 98 2 100 3 100
10 F 43 MHT MHI MB Negativo 0 100 0 0 2 100
11 M 49 MHV MHV MB Negativo 2 5 3 50 5 100
12 F 73 MHT MHT PB Negativo <1 98 2 0 3 100
13 F 29 MHV MHV MB Negativo 0 90 10 0 5 85
14 F 66 MHDT MHDT MB Negativo 0 100 0 0 10 100
15 M 26 MHDT MHT PB Negativo <1 90 10 0 5 90
16 F 66 MHT MHT PB Negativo <1 80 20 2 10 85
17 F 53 MHT MHT PB Negativo <1 98 2 0 9 95
18 F 42 MHT MHT PB Negativo 3 80 17 0 13 90
19 F 57 MHV MHV MB Negativo 0 97 3 100 4 100
20 F 37 MHT MHI PB Negativo <1 90 10 10 15 100
21 F 57 MHDT MHDT MB Negativo <1 100 0 0 3 90
22 M 57 MHV MHV MB Negativo 0 95 5 5 0 100
23 F 67 MHDV MHDV MB Negativo 0 70 30 5 0 80
24 M 27 MHDT MHDT MB Negativo 0 100 0 0 0 90
25 F 25 MHDT MHDT MB Negativo 0 75 25 5 0 100

Legenda: ID (Identificacdo); M (Masculino); F (Femnmio); CBC (Carcinoma Basocelular); MHI (Hanseniase
Indeterminada); MHT (Hanseniase Tuberculéide); MHBIEnseniase Dimorfo-Tuberculdide); MHDV (Hanseaias
Dimorfo- Virchowiana); MHV (Hanseniase Virchowian@MS (Classificagdo Operacional da Organiza¢éo Naind
de Saude); PB (Paucibacilar); MB (Multibacilar); Efxame Parasitolégico de Fezes).
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Dos vinte e cinco pacientes que foram analisadoavéd da imuno-
histoquimica, observou-se predominio de célulasDB'Gho infiltrado inflamatério de
todos os pacientes estudados, isto €, dos pacieateshanseniase multibacilar co-
infectados e ndo co-infectados com helmintos ecdsses paucibacilares com e sem a
co-infec¢do, sem diferenca estatistica entre opogtusendo que, a maioria dessas
células CD8 apresentava o fenétipo de citotoxicidade (TIAQDS), atingindo
aproximadamente 95% de todo o infiltrado celulamneo pode ser visualizado nas
Figuras 13 e 14.

Nota-se que no grupo dos pacientes paucibacilavesfectados e nao co-
infectados com helmintos, a disposicdo das cél@BS" predominou ao redor do
granuloma de células epitelidides (Figuras 14 A)eeBquanto que no grupo dos
multibacilares co-infectados e ndo co-infectadosagscélulas estiveram dispostas
difusamente por todo o infiltrado inflamatério (&g 14 C e D).

Em relacéo as células FOXR3narcadoras de células T reguladoras, observou-
se predominio no grupo dos pacientes paucibacikamelacdo aos multibacilares, com
significancia estatisticgp€0,045). A disposicdo dessas células em relacagrapos
de pacientes avaliados pode ser visualizada naigFidu

As célulasCD20", marcadoras de células da linhagem B, estiverans ma
presentes no grupo de pacientes paucibacilarese&gdo aos multibacilares, com
significancia estatisticg£0,035), e dentre os multibacilares, houve predandessas
células nos pacientes multibacilares co-infectadosm helmintos em relacdo aos
pacientes multibacilares ndo co-infectadps(,005) Observa-se que no grupo dos
pacientes paucibacilares, as células CD20 estaisposias predominantes ao redor do

granuloma e em maior frequéncia que no grupo nadiiéx (Figura 16).
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Constatou-se, também, ligeiro aumento de célulag” @b grupo de pacientes
paucibacilares em relacdo aos multibacilares, sigmifisincia estatistica entre os
grupos p=0,051), e com baixa representacdo dessas célulasdor os grupos de
pacientes (Figura 13 e 17).

Niveis reduzidos de células CDI3®ram detectados no infiltrado celular dos
pacientes ndo co-infectados e co-infectados taatwipacilares como multibacilares,

sem diferencas estatisticas entre os grupos (Fid)ra
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Figura 13 - Frequéncia de células com os marcadoi®$, CD8, CD20, CD138,
FOXP3 e TIA-1CD8 em hansenianos paucibacilares kilbbacilares com e sem co-

infeccao.
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Legenda: HD - total de pacientes com hansenias&:-Bcientes com hanseniase co-
infectados com vermes; HDP - pacientes paucibasilado co-infectados; HDM -
pacientes multibacilares n&o co-infectados; HDVRcigntes paucibacilares co-

infectados com vermes; HDVM - pacientes multibaegaco-infectados com vermes.
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Figura 14- Marcacao pela imuno-histoquimica delaéli CD8 no grupo de pacientes

paucibacilares e multibacilares co-infectados eadmfectados com helmintos.

14.A- Leséo de paciergaucibacilar co-infectado

<,

S v !

14.B- Leséo de paciente p#hacilar ndo co-infectado
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14.C- Leséo de paciemteltibacilar co-infectado

14.D- Leséo de paciente mubitilar ndo co-infectado

Legenda: 14.A e B- Imuno-histoquimica evidenciarddisposicdo de células T CD80o grupo de
pacientes paucibacilares (PB) ao redor do granulieneélulas epitelidides, tanto no grupo co-inféata
(Figura 14.A) quanto no ndo co-infectado (FiguraB)414.C e 14.D- Disposicdo aleatdria de células T
CD8" no grupo de pacientes multibacilares (MB) no frdido inflamatério tanto no grupo co-infectado

(Figura 14.C) quanto no ndo co-infectado (Figurdd)l4
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Figura 15- Frequéncia de Células FOXP® grupo de pacientes paucibacilares e

multibacilares co-infectados e ndo co-infectadom belmintos.

15.A- Leséo de pacientayeibacilar co-infectado

15.B- Leséo de pacienteupéacilar ndo co-infectado
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15.C- Lesao de paciembeltibacilar co-infectado

15.D- Leséo de paciente ltthacilar ndo co-infectado

Legenda: 15.A e B- Imuno-histoquimica demonstraaddisposicdo de células FOXPBo grupo de
pacientes paucibacilares (PB), ao redor e dentrgralauloma de células epitelidides, tanto no grepo
infectado (Figura 15.A) quanto no ndo co-infectééigura 15.B); 15.C e 15.D- Disposi¢éo aleatéria de
células FOXP3no grupo de pacientes multibacilares (MB) no irdo inflamatdrio, tanto no grupo co-

infectado (Figura 15.C) quanto no ndo co-infectggura 15.D).
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Figura 16- Frequéncia de Células CD2® grupo de pacientes paucibacilares e

multibacilares co-infectados e nao co-infectadon belmintos.

16.A- Leséao de pacientayzibacilar co-infectado
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16.C- Lesao de pacienteltibacilar co-infectado
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Legenda: 16.A e B- Imuno-histoquimica demonstraaddisposicdo de células CD260 grupo de
pacientes paucibacilares (PB), ao redor do graraldencélulas epitelidides, tanto no grupo co-irfgot
(Figura 16.A) quanto no ndo co-infectado (FiguraB}616.C e 16.D- Menor marcacdo de positividade
pela imuno-histoquimica de células CD2@0o grupo de pacientes multibacilares (MB) noltiratlo
inflamat6rio, tanto no grupo co-infectado (Figue@) quanto no ndo co-infectado, sendo maior nos

primeiros (Figura 16.D).
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Figura 17- Frequéncia de Células T CDw grupo de pacientes paucibacilares e

multibacilares co-infectados e nao co-infectadon belmintos.
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17.B- Lesé&o de paciepiucibacilar ndo co-infectado
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17.C- Leséo de patee multibacilar co-infectado

17.D- Lesao de pacienteltibacilar ndo co-infectado

Legenda: 17.A, B, C e D- Imuno-histoquimica evidando baixa frequéncia de células T CDw
infiltrado inflamatoério nos grupos de pacientesgiaacilares (PB) - Figura 17.A e 17.B e nos paegnt
multibacilares (MB), tanto co-infectados (Figura@)’quanto nos néo co-infectados (Figura 17.D), com

predominio dessas células no interior do granuldeneélulas epitelidides no grupo paucibacilar.
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6.0 - DISCUSSAO

A hanseniase, ainda determinante de grande impExindmico em Varios
paises em desenvolvimento, em especial no Brgskaas de raramente determinar o
Obito, é considerada deformante, incapacitantéignestizante. Comporta-se como uma
doenca espectral, cujas manifestacdes clinicasnfi@enciadas e determinadas pelo
tipo de direcionamento dos mecanismos efetoresedposta imune do hospedeiro
(SCOLLARD e cal., 2006).

Os dados do estudo foram obtidos de forma retrtispe@or busca ativa de
prontuarios e de material biolégico de pacientas abagnoéstico confirmatério de
hanseniase, por isso, foram encontradas inUmeiias|dides, tais como: prontudrios
extraviados, registros incompletos e/ou insufi@srdos pacientes e falta de resultados
de exames. Assim como, houve prejuizo pela ausé@eciisponibilizacdo do bloco de
parafina de lesdo cutdnea do paciente com o diaignéde hanseniase no setor de
Patologia do Hospital, quer seja pela perda dermahteu impossibilidade de analise
pela técnica de imuno-histoquimica, pela deter@waip bloco de parafina e/ou bidpsia
de pele muito superficial. Todos estes fatos detemmam a exclusdo de grande parcela
de pacientes e evidenciaram a importancia de sbonael o sistema de registro e
armazenamento de prontuarios e de material biadgie a necessidade de
informatizacdo dos dados dos pacientes, a fim deed@r perdas e prejuizos
importantes, tanto para o paciente quanto paraipege assisténcia.

Dos 53 pacientes do estudo, a mediana de idadentemda foi de 43 anos,
sendo a faixa etaria mais acometida entre 30 enb9 &3,3%), compativel com os
dados do SINAN do Ministério da Saude de 2009,dgptectou como mais frequente a
faixa etaria entre 30 e 59 anos (52,4%) e corrolmsradados da literatura, como

evidenciado nos estudos de Aquino e colaborado?@93] e de Hinrichsen e
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colaboradores (2004), que encontraram as faixasagtéle maior frequéncia da
hanseniase entre 14 e 44 anos (63,3%) e 35 e 64(28%h), respectivamente. O longo
periodo de incubacdo para a manifestacdo da dadgteamina o aparecimento da
hanseniase em faixas etarias como as encontradasutio (TALHARI e col., 2006).

Houve ligeiro predominio do sexo feminino em retagé masculino, sendo que
os dados representaram os pacientes de um estumkpeetivo, com muitas exclusoes,
nao refletindo a totalidade dos casos com hansegissprocuram a assisténcia médica
no Estado do Espirito Santo. No Brasil, 55,2% dmsos de hanseniase aparecem no
sexo masculino e 44,8% no sexo feminino (MINISTERM® SAUDE, 2009). Nos
estudos de Bakker e colaboradores (2002) e de ¢iomdaboradores (2010), ndo houve
diferenca significativa entre homens e mulhereslgaa e colaboradores (2000)
encontraram 55,3% de casos de hanseniase no sexnfe

Os casos paucibacilares predominaram no estudogramm@io refletissem os
dados totais do periodo, devido as exclusdes. NaiEsSanto, os casos paucibacilares
tém sido mais frequentes, demonstrando a tend@&acidiagnostico mais precoce da
doenca, gracas a maior divulgacdo sobre a hansenégsmeios de comunicacdo ou
devido as campanhas realizadas pelo Ministério alad&§ Estado e Municipios e a
busca ativa pelas equipes de saude da familisgteszando o declinio da doenca. No
Espirito Santo em 2009, os casos paucibacilaresf®6,5% e os multibacilares 43,4%
do total dos casos de hanseniase (SINAN, 2009ur8eg Boletim Epidemioldgico da
Organizacdo Mundial de Salde de setembro de 20RGAMNIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 2011), a porcentagem de casos multibaslantre os novos casos de
hanseniase no Brasil era de 40,88%, sendo muitve#s as frequéncias entre 0s casos
paucibacilares e os casos multibacilares nas diseeyides brasileiras (MINISTERIO

DA SAUDE, Portal Satde/Gov.)
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Dentre os pacientes paucibacilares, observou-somiaio do sexo feminino e
dentre os multibacilares o sexo masculino foi, csignificancia estatistica, o mais
acometido, corroborando com as notificacdes biessleonde os hansenianos do sexo
feminino com a forma indeterminada e tuberculdidpresentaram 56,4% e 55,4%
respectivamente, e 60,3% dos pacientes com as dordmmorfa e 73% dos

virchowianos eram do sexo masculino (SINAN, 2009).

Os estudos de Hinrichsen e colaboradores (2004na & colaboradores (2010)
evidenciaram o predominio dos casos multibacilanes sexo masculino e dos
paucibacilares no feminino. Vasquez e colaboradenes2008 realizaram um estudo
descritivo em Coari (Amazonas) com analise dosscasohanseniase no periodo de
1997 a 2006 e encontraram 226 casos, sendo 1684y®o sexo masculino e 144
(63,7%) eram multibacilares. Longo & Cunha (200énnestudo entre 1994 e 2005 no
Hospital Universitario de Mato Grosso do Sul encmaim 192 casos de hanseniase,
sendo 62,5% no sexo masculino, dos quais 101 eratibatilares. Miranzi e
colaboradores (2010) num estudo entre 2000 e 2@0®junicipio de Uberaba (Minas
Gerais) de um total de 455 casos, encontraram352%) no sexo masculino e 69,1%
tinham a hanseniase dimorfa. Ja& Campos e colabbesa(D05) num estudo em Sobral
(Ceard) entre 1997 e 2003, onde foram notificadb Icasos, 661 (50,3%) eram do
sexo feminino, inclusive com aumento importante adeficiente de deteccdo nas

mulheres em 2003.

A razao para as formas mais graves serem maiseinéggl entre 0s pacientes
masculinos pode estar relacionada a maior susdefatde dos homens as infecgdes,
uma vez que os andrégenos diminuem a competénaiaoldgica, diferindo dos

estrdgenos que aumentam tanto a resposta imuni@rcghanto a humoral (KLEIN,
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2000), além dos fatores comportamentais, que podiénenciar na demora a procura

de assisténcia meédica, determinando o diagnostidmtda doenca.

Em relacéo ao diagndstico clinico, constatou-seagftema indeterminada néo
foi aventada em nenhum momento, e em trés caspsym@iro pensamento era de
vasculite, granuloma anular e carcinoma basocelatarentanto, eram de hanseniase
virchowiana e tubercul6ide, reforcando a importando estudo histopatolégico no
auxilio do diagnéstico clinico, quando a lesdo nedédeixa davidas diagnosticas.

A concordancia entre os diagnosticos clinicos ¢op&ologicos foi boa no
estudo Kappaigual a 0,61), sendo mais elevada nas formasduldéde e virchowiana,

e menor para a forma clinica dimorfa-tuberculoitheyunologicamente instavel. As
formas polares determinam lesdes mais caractagsfiacilitando o diagnéstico clinico,
ja as formas instaveis podem gerar muitas davidatiagnaostico.

Deve ser lembrado que o estudo histopatolégico aseid em critérios
patologicos de um pequeno fragmento de uma ardeséla cutanea, ndo refletindo o
total da lesao, justificando as discordancias abifiistologicas. Bhatia e colaboradores
(1993) encontraram concordancia de 69% entre odgigo clinico de hanseniase e 0s
achados do exame histopatolégico de fragmento®lde galla e colaboradores (2000)
de 64,5% e Khan e colaboradores (2004) de 66%.

O tratamento com a poliquimioterapia ndo foi coryght nem com a
classificagdo operacional e nem baseada nos cstélinico-histopatolégicos, havendo
predominio do emprego do tratamento multibacilas. dausas que provavelmente
explicam a maioria dos pacientes terem recebidani@nto com a poliquimioterapia
multibacilar sdo: a) receio de profissionais entatraum caso paucibacilar com a
PQT/PB e ndo haver cura medicamentosa; b) presiengais de cinco lesdes cutaneas

em um paciente com caracteristicas clinicas egatubgicas de caso paucibacilar, que
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baseado nos critérios diagnosticos de hanseniadéinigtério da Saude (2000), deve

ser tratado como multibacilar; ¢) baciloscopia fresino raspado dérmico em um caso
diagnosticado como paucibacilar pela histopatolodieecionando o tratamento para

multibacilar. Essas duas ultimas justificativas péderam ser averiguadas, por falta de
registro tanto do numero de lesdes cutaneas qdanbaciloscopia de raspado dérmico
em grande parte dos prontuarios avaliados.

No estudo, apesar do pequeno numero de pacie®em¢tuidos na analise dos
dados, uma porcentagem considerada elevada (30&8%gsentava ao exame
parasitologico de fezes os helmintos intestinato kvidenciou a precariedade das
condi¢cdes de saneamento basico e de higiene pessoaécessidade de melhoria das
condigbes socio-econdémicas e medidas mais sériasontole da qualidade dos
alimentos e agua nos restaurantes, bares, lanesonescolas, etc. As infeccbes
helminticas sdo muito frequentes em paises subd#g@Elos ou em desenvolvimento,
devido a pouca ou nenhuma infra-estrutura sanitéai@recendo a maior exposicao e
consequentemente, maior contaminacdo do solo, @glianentos pelos ovos e larvas
infectantes dos parasitas (PENNA e col., 1999; GHIEe col., 2003).

Dentre os pacientes com positividade para os néestdntestinais, o mais
frequente helminto detectado foi Ascaris lumbricoidescorroborando os dados da
literatura, que demonstraram que esse nematoi@deerse os helmintos intestinais mais
prevalentes em seres humanos (STEPHENSON e céD; FERREIRA e col., 1991,
TRISTAO-SA e col., 2001; DINIZ e col., 2001; CARVAO e col., 2002).

O sexo masculino foi o mais acometido por helmingssbora sem diferenca
estatistica entre os grupos. Os dados de um lewanta parasitoldgico realizado no
Estado de Minas Gerais por Carvalho e colaborad@@3?), demonstraram que dentre

0s 18,1% dos escolares parasitados, 52,6% eraexdarsgsculino.
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N&o foi observada diferenca estatisticamente sogmfe entre a presenca de
helmintos e a forma clinica da doenca, talvez pehitado niumero de pacientes
arrolados. Houve predominio dos casos multibaslacs pacientes co-infectados pelos
helmintos, embora sem diferenca entre os grupagriswlo a possivel influéncia de
verminoses intestinais no direcionamento da reaposinoldgica e na determinacao da
forma clinica de hanseniase.

Diniz e colaboradores (2001) evidenciaram um aumesignificativo na
frequéncia de infeccbes helminticas em pacientss l@nseniase multibacilar quando
comparados aos paucibacilares e ao grupo contsele (hanseniase). Hewitson e
colaboradores (2009) descreveram a interferéngahdbmintos intestinais no sistema
imune do hospedeiro e Everts e colaboradores (2@tdcaram o papel dos helmintos
na inducéo da resposta imune Th2 e T reguladora.

O estudo, apesar do numero limitado de pacientegpgderam ser submetidos
ao exame imuno-histoquimico, demonstrou, embora sanificaAncia estatistica,
predominio de células T CD8no infiltrado inflamatério de todos os grupos de
pacientes analisados (pacientes paucibacilaresfectados ou ndo pelos helmintos e
pacientes multibacilares co-infectados ou néo pdleknintos), o que sugere a
importancia dessas células na formacéo e orgamizig@esposta imunoldgica contra o
Mycobacterium leprae.

Estes achados discordam dos dados obtidos por (Baneacolaboradores
(1999), que demonstraram que no grupo virchowiancétulas mais conspicuas foram
os macrofagos, seguidos pelos linfcitos, sendtbpapulagdo T CD8mais frequente
que a T CDZ% no grupo dimorfo-tuberculdide as células T eragdpminantes, com as
CD4" discretamente mais frequentes que as'CB&yuidas dos macréfagos; e no grupo

tuberculdide as células T também predominavam, coas a maior proporcdo das T
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CD4"; porém corroboraram o estudo imuno-histoquimicndoaido por Massone e
colaboradores (2011) com a finalidade de investigateracao entre Mycobacterium
leprae e a infeccdo pelo HIV, que evidenciaram predomitgocélulas T CD8em
pacientes com hanseniase co-infectados com HI¥fegaéncia de 99,4% no infiltrado
inflamataorio.

Das células T CDBdo infiltrado linfocitico das lesdes cutaneas gasientes
estudados, a maioria apresentava o marcador dexatioade (TIA-1), ndo diferindo
dentre todos os grupos de pacientes analisadog|lsarte aos achados de Massone e
colaboradores (2011), que identificaram a presdagae marcador em mais de 75% das
células T CD8.

Em relacdo a frequéncia de células T CBd infiltrado linfocitico dos pacientes
do estudo, houve ligeiro predominio no grupo paailar em relagdo ao multibacilar,
assim como descrito nos estudos de Gonzalez e ocatidres (1999) e lyer e
colaboradores (2007).

lyer e colaboradores (2007) detectaram 70 a 80%étldas T no infiltrado
celular de pacientes borderleine-tuberculdides, w@ior propor¢do de CD4enquanto
gue nos pacientes borderleine-virchowianos e viktdioos a concentracao de células T
foi moderada, sendo a relagédo CD4: CD8 de 0,6:1-0r@spectivamente.

Demonstrou-se, com significancia estatistica, préddm do marcador FOXP3
nas lesbes dos hansenianos paucibacilares né&ofectashos em relacdo aos
multibacilares néo co-infectados, sugerindo, prelmaente a importancia dessas células
no controle do foco inflamatdrio, sobretudo, nososaem que a resposta imune celular
tende a estar exacerbada (TAFLIN e col., 2009).

Massone e colaboradores (2009) evidenciaram quelagé FOXP3 se

distribuem dentro e ao redor dos granulomas naméa®rclinicas TT e BT,
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diferenciando das formas BL e LL, que se dispdefusdmente no infiltrado celular.
Esses autores notaram que a distribuicdo dessalascéldo estava relacionada com
estruturas granulomatosas ou localizacdo espenidd evidenciando diferencas
estatisticas na expressdo de FOX®®tre os grupos TT, BT, BL e LL, enquanto que
significativo aumento foi observado naqueles pdegeem reacéo reversa.

Houve predominio de células CD2@os hansenianos paucibacilares em relagdo
aos multibacilares e entre os pacientes multib@sildhouve maior distribuicdo de
células com o marcador CD2@os co-infectados com vermes, sugerindo que a co-
infecc@o é capaz de interferir no sistema imunotigiesviando-o para o polo humoral
(Th2).

A possivel justificativa para o predominio de c#ulCD20 no grupo de
pacientes paucibacilares em relagcdo aos multibesil& a importancia crucial dessas
células no controle da resposta imune do hospedeirdentativa de reduzir o dano
tecidual resultante da resposta vigorosaadepraee para a contencdo bacteriana na
formacgao e desenvolvimento do granuloma (IYER e 2007).

No estudo de lyer e colaboradores (2007), célul@g0C predominaram nos
grupos em que ha exacerbacdo do sistema imuneTp&acomo nos borderline-
virchowianos e nos virchowianos, enquanto que mo®do-tuberculdides a presenca
dessa célula foi esporadica.

Niveis indetectaveis de CD13@narcador de plasmacitos) foram observados no
infiltrado celular de todos os hansenianos, tarde co-infectados, como nos sem
infecg@o pelos helmintos, assim como, entre osscpaacibacilares e multibacilares
sem helmintos intestinais e co-infectados, diseutdado estudo conduzido por lyer e
colaboradores (2007), que evidenciaram através nddisa imuno-histoquimica de

lesBes cutaneas de hansenianos, moderada posiévitdacélulas CD79 e CD138 no

85



infiltrado celular dos pacientes dimorfo-virchowigne nos virchowianos, enquanto que
nos dimorfo-tuberculéides a positividade ou a nemgktde foi esporadica e sem
significancia estatistica.

Portanto, nossos achados sugerem, apesar do nliméado de pacientes, que
a realizacdo de rotina de exames parasitolégicészas e o tratamento anti-helmintico,
guando necessario, nos pacientes com hanseniasagqres de helmintos, possam
contribuir para uma melhor evolucdo da doenca, alénpoder interferir na cadeia

epidemioldgica de transmissao Mgcobacterium leprae
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7.0 — CONCLUSAO

O estudo, apesar do numero limitado de pacientedados, evidenciou o
predominio de pacientes paucibacilares no sexonfamie multibacilares no sexo
masculino, com significancia estatistica.

Houve elevada porcentagem de pacientes com hasseodainfectados com
helmintos intestinais, com maior destaque pardsoaris lumbricoidessugerindo a
precariedade ainda existente das condi¢cbes de rsantm basico e de educacao
sanitaria, com a necessidade de maior conscie@tizde higiene e de melhoria nas
condi¢des socio-econdmicas da populacdo e deesfratura das cidades.

Além disso, observou-se ligeiro predominio de exapwrasitologicos de fezes
positivo para helmintos no sexo masculino e dosscasultibacilares da hanseniase no
grupo de pacientes co-infectados com vermes, enseonssignificancia estatistica.

O estudo imuno-histoquimico através dos marcad@®4’, CDS’, TIA-1%,
FOXP3, CD138 e CD20 nas lesdes clinicas da hanseniase constatou qs@mante
as células T helper desempenham papel importanfermacdo do granuloma e no
infiltrado inflamatério contra dvlycobacterium lepraecomo também outras células,
tais como as reguladoras e as da linhagem B.

Portanto, dados obtidos na conducédo do estudoisargajue as infec¢des pelos
helmintos intestinais determinam alteracdes ncersigtimunolégico, porém estudos
prospectivos, com maior nimero de casos, se fazmmassarios para que se possa
conhecer ainda mais sobre o impacto das infec¢ékesiriticas nas situagdes de co-

infeccdo, como na hanseniase.
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APENDICE 1

Aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centde Ciéncias da Sautde

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Vitéria-ES, 06 de maio de 2011.

De: Prof. Dr. Adauto Emmerich Oliveira
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde

Para: Prof. (a) Rodrigo Ribeiro Rodrigues
Pesquisador (@) Responsével pelo Projeto de Pesquisa intitulado:
«Caracteristicas imunohistoquimicas das lesdes de Hanseniase em
pacientes com nematoides intestinais”.

Senhor (a) Pesquisador (a),

Informamos a Vossa Senhoria, que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Salide da Universidade Federal do Espirito Santo, apds analisar o Projeto
de Pesquisa n°. 042/11 intitulado: “Caracteristicas imunohistoquimicas das lesdes
de Hanseniase em pacientes com nematoides intestinais”, cumprindo os
procedimentos internos desta Instituigdo, bem como as exigéncias das Resolucbes 196
de 10.10.96, 251 de 07.08.97 e 292 de 08.07.99, APROVOU o referido projeto, em
Reunido Extra Ordinaria realizada em 04 de maio de 2011.

Lembramos que, cabe ao pesquisador responsavel elaborar e apresentar os

relatérios parciais e finais de acordo com a resolucao do Conselho Nacional de Saude
n° 196 de 10/10/96, inciso IX.2. letra “c’.

Atenciosamente,

[
e

§ v e @Rces
MWUL%L%%CEPN“

Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe - Vitoria— ES — CEP 29.040-091.
Telefax: {27) 3335 7504
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APENDICE 2

Ficha de Anotacdo dos dados dos pacientes do estudo

1- Identificacdo

2- Registro prontuario SAME

3- Registro exame anatomo-patolégico

4- Sexo F() M()

5- Idade

6- Formaclinica ()1 ()TT ()BT ()BD ()BV ()VV | Outros diagndsticos
7- Diagnéstico Histopatoldgico () 1 ()TT ()BT ()BOBV ()VV

8- IB

9- Classificacédo operacional () Paucibacilar ( )Matilar

10-Tratamento realizado () PQT/PB ( )PQT/MB ( )ROM

11-Comorbidades

e DM S()N()HAS S() N()HIV S() N()
e LNH S() N()Ourtras..................

12- EPF
* Realizado S() N()
e Nao realizado S() N()
* Resultado do EPF:
= Helmintos: () Ascaris lumbricoides( ) Strongyloides stercoralis
(Ancilostomideos () Enterobius vermicularis
() Schistosoma mansofy) Trichuris trichiura

= Protozoarios S() N()
= Negativo

13-Exame Anatomo-patologico

() Realizado

() Nao realizado

() Bloco encontrado

() Bloco nédo encontrado ou indisponivel para aediuno-histoquimica
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