CENTRO UNIVERSITARIO SAGRADO CORACAO

ISABELA SILVA CARRILHO

HANSENIASE: ASPECTOS IMUNOLOGICOS E DIAGNOSTICO

BAURU
2020



ISABELA SILVA CARRILHO

HANSENIASE: ASPECTOS IMUNOLOGICOS E DIAGNOSTICO

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de bacharel em
Biomedicina - Centro  Universitario
Sagrado Coragao.

Orientadora: Prof.2 Dra. Ana Paula Favaro
Trombone Garlet.

BAURU
2020



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacdo (CIP) de acordo com

ISBD

C317h

Carrilho, Isabela Silva

Hanseniase: aspectos imunolégicos e diagnéstico / Isabela
Silva Carrilho. -- 2020.
56f. :il.

Orientadora; Prof.? Dra. Ana Paula Favaro Trombone Garlet

Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduagdo em Biomedicina)
- Centro Universitario Sagrado Coracgéo - UNISAGRADO - Bauru -
SP

1. Hanseniase. 2. Mycobacterium leprae. 3. Resposta
imunoldgica. 4. Diagnéstico. |. Garlet, Ana Paula Favaro
Trombone. II. Titulo.

Elaborado por Lidyane Silva Lima - CRB-8/9602




ISABELA SILVA CARRILHO

HANSENIASE: ASPECTOS IMUNOLOGICOS E DIAGNOSTICO

Aprovado em: __ /

Banca examinadora:

/

Trabalho de Conclusédo de Curso
apresentado como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de bacharel em
Biomedicina - Centro  Universitario
Sagrado Coragéao.

Prof.? Dra. Ana Paula Favaro Trombone Garlet (Orientadora)

Centro Universitario Sagrado Coragéo

Prof.® Dra. Michelle de Campos Soriani Azevedo

Faculdade de Odontologia de Bauru (FOB) — Universidade de S&o Paulo (USP)



Dedico este trabalho aos meus pais, por
todo amor, paciéncia, incentivo,
compreensao e apoio durante todo o
Curso de Graduagcdo e a todas as

pessoas acometidas pela hanseniase.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo privilégio da vida, por me conceder satde e forca para vencer 0s
obstéaculos encontrados ao longo do curso.

A Professora Doutora Ana Paula Favaro Trombone Garlet, gque me acolheu
como sua orientanda, por ser um exemplo em minha formac¢&o académica e pelos
conhecimentos compartilhados.

Aos meus pais, Antonio Nunes Carrilho e Angela Maria Gomes da Silva
Carrilho que sempre estiveram ao meu lado me apoiando ao longo de toda a minha

trajetdria.



“A tarefa ndo é tanto ver aquilo que
ninguém viu, mas pensar 0 que ninguém
ainda pensou sobre aquilo que todo

mundo vé&” (Arthur Schopenhauer).



RESUMO

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica, que afeta a pele e o sistema
nervoso periférico, causada pelo Mycobacterium leprae, apresentando uma situa¢ao
preocupante, na maioria dos estados brasileiros. Este estudo corresponde & uma
revisdo de literatura a respeito da hanseniase, com énfase nos aspectos clinicos e
imunolégicos, além das principais técnicas utilizadas no diagnostico desta doenca.
Para isto, foram realizadas buscas por publicacdes relevantes ao tema nas bases de
dados Google Académico, Scielo, PubMed e LILACS. A pesquisa bibliografica
considerou artigos, livros e manuais publicados em inglés e portugués, em qualquer
ano de publicacéo, utilizando os seguintes descritores: hanseniase, hanseniase e
imunologia, hanseniase e imunopatologia, hanseniase e diagndstico, teste ML Flow
hanseniase, teste ELISA hanseniase, ELISA e hanseniase e MPLA hanseniase.
Foram utilizados 45 artigos, que juntamente com os livros e manuais totalizaram 53
referéncias. As manifestacfes expressas pelos individuos estdo associadas a
resposta imune desenvolvida e as incapacidades provenientes da doenca reduzem a
qualidade de vida dos portadores, sendo assim, o diagnostico precoce, o tratamento
adequado e o conhecimento da resposta imunologica envolvida sdo fatores
relevantes. Tal trabalho contribui para o conhecimento da importancia do apoio aos
avangos no campo das pesquisas e acesso as informacdes sobre a doenca, a fim de
reduzir o total de novos casos diagnosticados por ano.

Palavras-chave: Hanseniase. Mycobacterium leprae. Resposta imunoldgica.

Diagnostico.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease that affects the skin and the peripheral
nervous system, caused by Mycobacterium leprae, presenting a worrying situation in
most brazilian states. This study corresponds to a literature review about leprosy,
with an emphasis on clinical and immunological aspects, in addition to the main
techniques used in the diagnosis of this disease. For this, searches for publications
relevant to the topic were carried out in the Google Scholar, Scielo, PubMed and
LILACS databases. The bibliographic search considered articles, books and manuals
published in english and portuguese, in any year of publication, using the following
descriptors: leprosy, leprosy and immunology, leprosy and immunopathology, leprosy
and diagnosis, ML Flow leprosy test, leprosy ELISA test, ELISA and leprosy and
MPLA leprosy. 45 articles were used, which together with books and manuals totaled
53 references. The manifestations expressed by the individuals are associated with
the developed immune response and the disabilities resulting from the disease
reduce the quality of life of patients, therefore, early diagnosis, adequate treatment
and knowledge of the immunological response involved are relevant factors. Such
work contributes to the knowledge of the importance of supporting advances in the
field of research and access to information about the disease, in order to reduce the
total of new cases diagnosed per year.

Keywords: Leprosy. Mycobacterium leprae. Immunological response. Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A hanseniase € uma doencga infecciosa crdnica, causada por um bacilo
intracelular, o Mycobacterium leprae, o qual apresenta predilegcdo por macrofagos da
pele e células de Schwann (sistema nervoso periférico). A doencga € transmitida de
pessoa para pessoa, através do contato intimo e prolongado, principalmente pelo
contato familiar e com individuos multibacilares, sem tratamento, sendo as principais
vias de transmisséo as vias aéreas superiores e mucosas (MARCIANO et al., 2018;
TALHARI et al., 2015).

A doencga se apresenta como um amplo espectro clinico. A mesma € dividida
em duas formas polares, tuberculdide e virchowiana, e ha ainda os subtipos
intermediarios, sendo eles dimorfo-tuberculéide, dimorfo-dimorfo e dimorfo-
virchowiano. A fim de facilitar o tratamento, a Organizagdo Mundial de Saude
classificou em paucibacilar e multibacilar, fazendo parte da classificagéo paucibacilar
a hanseniase tuberculdide indeterminada, tuberculdide e dimorfo-tuberculéide, e a
multibacilar abrange dimorfo-dimorfo, dimorfo-virchowiano e virchowiano (ROMERO-
MONTOYA et al., 2014).

As manifestagfes apresentadas pelos individuos estdo associadas a resposta
imune. Na pele pode levar a formacdo de lesdes variadas, podendo variar de
manchas, papulas, placas, nddulos, até infiltragéo difusa. Quanto melhor a resposta
celular Thl desenvolvida, mais limitada sera a doenga, com um menor ndmero de
lesbes e bacilos. Quando ha predominancia de resposta celular perfil Th2, células T
regulatorias e resposta imune humoral, mais difusa e simétrica a doenca sera, com
maior niumero de lesdes e bacilos. Sendo assim, os individuos paucibacilares
apresentam um acometimento neural mais precoce e grave quando comparado com
individuos multibacilares (TALHARI et al., 2015).

O diagnéstico € inicialmente clinico, baseado em anamnese e exame
dermatolégico, a fim de verificar lesdes ou areas com alteracdo de sensibilidade
(FREITAS; CORTELA; FERREIRA, 2017).

As criangas fazem parte de um grupo de alto risco, sendo mais susceptiveis a
contrairem a infeccdo e desenvolverem a doenga se comparadas com membros
adultos da familia, isso ocorre em razdo da inexperiéncia do sistema imune
(CORTES; RODRIGUEZ, 2004; ROMERO-MONTOYA et al., 2014).
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Quanto ao tratamento, atualmente, sdo considerados medicamentos de
primeira linha, a Sulfona (Dapsona), a Clofazimina e a Rifampicina. Tanto a Sulfona
quanto a Clofazimina sdo drogas bacteriostaticas, enquanto a Rifampicina é
bactericida. A poliquimioterapia € o melhor esquema de que se dispde hoje contra a
doenca (OPROMOLLA, 1997).

A hanseniase € doenca de cuja existéncia se tem noticia desde a mais
remota antiguidade, requerendo dos poderes publicos uma efetiva presenca, acdes
especificas para o combate a mesma, oferecendo aos pacientes atencdo e
tratamento adequado. Apesar do sucesso obtido com o tratamento recomendado
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a situagdo da hanseniase é
preocupante, na maioria dos estados brasileiros. Sendo assim, para que se atinja a
reducdo total de casos novos diagnosticados por ano, é de extrema importancia
apoio aos avangos no campo das pesquisas e acesso as informagfes sobre a
doenca, fatos que justificam o presente trabalho (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA
I, 2014; TALHARI et al., 2015).

2 OBJETIVO

Este estudo tem por objetivo realizar uma revisdo de literatura sobre a
hanseniase, com énfase nos aspectos clinicos e imunolégicos, além das principais

técnicas utilizadas no diagnostico desta doenca.

3 METODOLOGIA

O presente estudo corresponde & uma revisdo de literatura a respeito da
hanseniase. Para isto, foram realizadas buscas por publicacdes relevantes ao tema
nas bases de dados Google Académico, Scielo, PubMed e LILACS. A pesquisa
bibliogréfica considerou artigos, livros e manuais publicados em inglés e portugués,
em qualquer ano de publicagéo, utilizando os seguintes descritores: hanseniase,
hanseniase e imunologia, hanseniase e imunopatologia, hanseniase e diagndstico,
teste ML Flow hanseniase, teste ELISA hanseniase, ELISA e hanseniase e MPLA
hanseniase. Foram utilizados 45 artigos, que juntamente com os livros e manuais

totalizaram 53 referéncias.
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4 DESENVOLVIMENTO

41 A DOENCA

A hanseniase, por muito tempo conhecida pela designacdo lepra, cuja
existéncia se d4 desde a antiguidade, foi descrita como uma doenca que causava
espanto, em razdo das incapacidades e deformidades fisicas relacionadas ao
doente n&o tratado. O sujeito doente era considerado um objeto de excluséo e ao
mesmo tempo, de piedade. Era tida como referéncia de uma doenga contagiosa,
fato que obrigava o afastamento social de seus portadores. Para os hebreus, por
exemplo, ndo se tratava de uma enfermidade, mas sim de uma maldicdo, castigo
divino. Todo esse preconceito sobre os enfermos acarretou graves problemas
psicossociais (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA 1., 2014; SILVA JUNIOR et al.,
2008).

Da crenca de ser uma doenga contagiosa e incuravel, surgiu a repulsa pelos
seus portadores. Regras sociais eram impostas aos hansenianos, deveriam andar
com as cabecas cobertas e de calgado, ndo podiam lavar suas roupas em lugares
publicos, sofriam castigos se entrassem em padarias, mercados, ou se tocassem em
algum alimento, eram proibidos a exercerem algumas profissées e viviam isolados
em hospitais-colénias, separados de pessoas sadias. O isolamento compulsério
contribuiu para reforcar a marginalidade ja existente, contribuindo assim para
reforgar também a identidade de “o leproso” (EIDT, 2004; MONTEIRO, 1987).

Na era pré-microbiolégica acreditava-se que a hanseniase era uma doenca
hereditaria, j& que agregacao familiar era observada com frequéncia. No século XVII
Armauer Hansen identificou o bacilo causador da doenga, confirmando ser uma
doenca infecciosa (PREVEDELLO; MIRA, 2007).

Sendo assim, sabe-se hoje que a hanseniase € uma doenga infecciosa
crbnica, de evolugéo lenta, cujo agente etiolégico € o Mycobacterium leprae, também
conhecido como bacilo de Hansen. Trata-se de um bacilo alcool-acido resistente,
parasita intracelular, com tempo de multiplicacdo de 10 a 16 dias e, depois de 7 dias,
somente 1% permanece viavel no ambiente, com tropismo pela pele e nervos
periféricos, parasitando macrofagos e células de Schwann. Uma de suas
caracteristicas marcantes € o fato de ndo se reproduzir em meios de cultura
artificiais ou celulares, desta forma, para manutencdo dos bacilos e realizacéo de

estudos experimentais sdo utilizados animais como tatu e camundongos
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imunocompetentes ou imunodeficientes, fato este que dificulta o avanco das
pesquisas relacionadas ao patdgeno (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA 1., 2014;
ARAUJO, 2003; TALHARI et al., 2015).

Acreditava-se que o Mycobacterium leprae era o Unico agente etiolégico da
hanseniase, até que em 2008 foi identificado o Mycobacterium lepromatosis em uma
forma rara de hanseniase, conhecida como hanseniase lepromatosa difusa, atraves
de um ensaio de cadeia da polimerase aninhada em dois pacientes mexicanos. H&
relatos de identificagdo do M. lepromatosis também no Canada, Brasil, Cingapura e
Mianmar (SHARMA et al., 2019).

A doenca é transmitida de pessoa para pessoa, pelo convivio intimo e
prolongado de individuo susceptivel, principalmente, com doentes multibacilares,
sem tratamento, visto que apés setenta e duas horas do inicio do tratamento, os
bacilos eliminados pelo paciente ndo sédo capazes de se multiplicar no novo
hospedeiro. As principais formas de eliminacdo do Mycobacterium leprae e com isso
de transmissdo, sdo as vias aéreas superiores e mucosas. Urina, fezes, suor, leite
materno, secre¢cfes vaginais e esperma também séo vias de transmissdo, porém,
sdo consideradas irrelevantes na epidemiologia se comparadas com a via area
superior (LASTORIA; ABREU, 2012; LYON; GROSSI, 2013; TALHARI et al., 2015).

Sabe-se que a maioria dos individuos sdo resistentes ao bacilo e néo
desenvolvem a doenca, portanto, devem ser considerados os fatores genéticos do
hospedeiro, resposta imune e fatores ambientais para avaliar a susceptibilidade dos
individuos. O modo de vida da populagdo, como aglomeracgéo, falta de higiene,
condigdo geral de nutricdo, acesso aos servicos de saude inadequados, condi¢des
sanitarias e habitacionais precérias, sdo fatores os quais algumas pesquisas tém
dado importancia quando se refere a transmisséo da hanseniase (EVANGELISTA,
2004; LYON; GROSSI, 2013; SOUZA, 1997).

A infeccdo ativa por M. leprae é caracterizada por um amplo espectro,
podendo variar de uma doenga paucibacilar com presenga de poucos bacilos a uma
doenca multibacilar, com uma grande carga bacilar nas lesdes (GOULART; PENNA,;
CUNHA, 2002).

Segundo o Ministério da Saude, PORTARIA N° 3.125, DE 7 DE OUTUBRO
DE 2010, a classificagdo operacional da hanseniase, visando o tratamento

poliquimioterapico, é baseada no nimero de lesdes cutaneas, sendo paucibacilar
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(PB) casos com até 5 lesdes de pele, e multibacilar (MB) casos com mais de 5
lesbes (BRASIL, 2010).

A classificacdo de Madri divide a hanseniase em indeterminada, dimorfa,
tuberculoide e virchowiana polares. Ja a classificacdo proposta por Ridley e Jopling,
empregada em pesquisas, introduz o conceito espectral. Considera as formas
polares tuberculdide-tuberculéide (TT) e virchowiana- virchowiana (VV), e subdivide
a dimorfa em dimorfa-tuberculéide (DT), dimorfa-virchowiana (DV) e dimorfa-dimorfa
(DD). Adicionalmente, considera-se critérios clinicos, baciloscopicos, imunoldgicos e
histopatolégicos, visto que a classificacdo apenas por les6es pode implicar em erros
no diagndéstico e tratamento (LASTORIA; ABREU, 2012; TALHARI et al., 2015).

As manifestacdes clinicas da hanseniase sdo muito varidveis e estdo mais
relacionadas com a resposta imune do individuo frente a infeccdo pelo M. leprae do
que a capacidade de multiplicacdo bacilar. A hanseniase se manifesta,
principalmente, mas ndo somente, por lesdes ou areas de pele com
comprometimento de sensibilidade. Os sinais e sintomas sao tardios, podendo
aparecer em um intervalo de 2 a 10 anos, ou mais (ALVES; FERREIRA T;
FERREIRA I, 2014; LYON; GROSSI, 2013; OPROMOLLA, 2000).

Manifestacbes neuroldégicas podem ocorrer e é a causa mais frequente de
neuropatia periférica tratavel. Inicialmente ocorre a invasdo dos nervos dérmicos e
superficiais resultando na diminuicdo de sensibilidade térmica, tatil, dolorosa, perda
da sudorese e pelos, e com a evolugédo da doenga pode ocorrer paralisia muscular.
Sabe-se também do envolvimento das estruturas otorrinolaringologicas,
apresentando a mucosa nasal espessada, ressecamento nasal, obstrucdo nasal, voz
anasalada, destruicdo do septo nasal. O comprometimento das estruturais bucais é
lento, mais presente em individuos virchowianos, sendo o palato duro o mais
acometido. No aparelho auditivo somente o pavilhdo auricular é acometido
(TALHARI et al., 2015).

A hanseniase indeterminada é a manifestagéo inicial da doenga, pode evoluir
para as formas polares e intermediérias, a qual pode manifestar-se com disturbios
de sensibilidade, sem alteragdo da cor da pele; as lesbes podem permanecer
estaveis, regredir ou evoluir para outras formas, podendo ser confundidas com
pitiriase versicolor, eczematide, dermatite seborreica, nevo hipocrdmico ou vitiligo,
como pode ser observado na Figura 1A. Na forma tubercul6ide as lesdes tendem a

ser bem delimitadas, havendo quase sempre anidrose e perda de pelos, como
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mostra a Figura 1B, a leséo neural pode ser precoce e grave. As doengas de pele
que podem ser confundidas com hanseniase tuberculdide s&o dermatofitose,
psoriase, dermatite seborreica, llpus eritematoso discoide, esclerodermia em placa,
sifilis, doenga de Jorge Lobo, entre outras. A hanseniase virchowiana é observada
em individuos com resposta imune celular deprimida para o M. leprae, pode evoluir a
partir da indeterminada ou se apresentar desde o inicio, alguns exemplos das
manifestacdes variadas apresentadas séo infiltracdo progressiva e difusa da pele,
mucosas das vias aéreas superiores, nervos, olhos; queda dos pelos dos membros,
cilios e supercilios; obstrucdo nasal;, edema dos membros inferiores; papulas,
nédulos e maculas na pele; comprometimento nervoso. A forma dimorfa apresenta
manifestacdes intermediarias entre os polos, sao instaveis (LYON; GROSSI, 2013;
OPROMOLLA, 2000; TALHARI et al., 2015).

Figura 1 - Sinais hanseniase indeterminada (A) e tuberculéide (B)

Fonte: OPROMOLLA, D.V.A., 2002.

As reacOes hansénicas sdo caracterizadas por manifestacdes cutaneas e
neurais, principalmente, podendo ocorrer antes, durante ou apos o tratamento da
doenga, em todas as formas clinicas, exceto na indeterminada. S&o responsaveis
por importantes danos teciduais e podem ser divididas em reacdo hansénica tipo 1
ou reacgao hansénica tipo 2 (OPROMOLLA, 2000; TALHARI et al., 2015).

A reacdo reversa ou reagdo hansénica tipo 1, ocorre principalmente em
individuos dimorfo-tubercul6ide, dimorfo-virchowiano e dimorfo-dimorfo e esté
associada a imunidade mediada por células, sendo possivelmente desencadeada

por reacdo aos antigenos bacilares fragmentados e subito aumento da imunidade
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mediada por células; caracterizada pela exacerbacao das lesbes pré-existentes e o
aparecimento de novas lesfes. A reacdo do tipo 1 pode resultar em melhora ou
piora da hanseniase, ao longo do espectro dimorfo; a reagdo de piora surge na
auséncia de tratamento e a de melhora surge apos a instituicdo da poliquimioterapia
(OPROMOLLA, 2000; SOUZA, 1997; TALHARI et al., 2015).

A reacdo hansénica tipo 2 ou tipo eritema nodoso é considerada uma
sindrome de imunocomplexos, ocorre em pacientes multibacilares, € um fenémeno
sisttmico ndo sendo restrito a pele e as lesdes pré-existentes permanecem
inalteradas. Sabe-se que h& tendéncia a recuperacdo da resposta imune celular
durante a reacgéo do tipo 2, com aumento de TNF- a e IFN- y (OPROMOLLA, 2000;
SOUZA, 1997; TALHARI et al., 2015).

Segundo o Ministério da Saude é considerado um caso de hanseniase a
pessoa que apresenta um ou mais dos seguintes sinais cardinais, necessitando de
tratamento poliquimioterapico: leséo/area da pele com alteracdo de sensibilidade;
acometimento de nervos periféricos, com ou sem espessamento, associado a
alteracdes sensitivas e/ou motoras e/ou autondomicas; baciloscopia positiva de
esfregaco intradérmico. E uma doenca de notificagdo compulséria em todo o
territdrio nacional e de investigacao obrigatéria (BRASIL, 2010).

As incapacidades provenientes da doenga reduzem a qualidade de vida dos
portadores, prejudicam a estabilidade emocional, social e produtiva dos mesmos.
Assim, o diagnéstico precoce e o tratamento feito de forma correta sdo formas
essenciais de interromper a transmissé@o e diminuir as consequéncias trazidas pela
doenga. Vale ressaltar que a hanseniase é curavel. O tratamento é facilitado por
existir drogas eficazes, de facil aplicagdo e baixo custo, além da préatica de auto-
cuidados pelos pacientes, prevenindo incapacidades provocadas pela doenca. Por
outro lado, o diagnéstico, em grande parte dos estados do Brasil, ainda € tardio,
cerca de dois anos apo0s o aparecimento dos sintomas (ARANTES et al., 2010;
FELICIANO; KOVACS; ALZATE, 1998; LIMA et al., 2018).

Pacientes que fizeram o tratamento inadequado apresentam alta
probabilidade de recidivas, visto que a maioria das recidivas ocorre com
microrganismos sensiveis a poliquimioterapia (FOSS, 2003).

No Brasil a hanseniase ainda representa um grande problema de saude
publica, marcada por deformidades e incapacidades, que por mais que exista cura

seu controle € dificultado por varias razdes como classificacdo inadequada,
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diagnéstico tardio, tratamento inadequado, acesso a atencdo integral dificultada e o

grande numero de pessoas sequeladas (SILVA et al., 2019).

4.2 ASPECTOS IMUNOLOGICOS

A resposta imune é de extrema importancia para a defesa do individuo frente
ao Mycobacterium leprae. A alteragdo da resposta imune esté relacionada com o
desenvolvimento das variadas manifestacbes clinicas apresentadas pelos
portadores da doenca, sendo assim, quando ha uma resposta imune adequada o
desenvolvimento da doenga é mais brando, enquanto que, no caso de uma resposta
imune ineficiente a doenca normalmente é mais grave (MENDONCA et al., 2008).

Pacientes pertencentes ao pélo tuberculbéide apresentam boa resposta imune
celular (Th1), limitando a doenca a poucas lesdes, enquanto individuos pertencentes
ao polo virchowiano apresentam concentragfes elevadas de anticorpos no soro,
associado com a deficiéncia da imunidade celular perfil Thl, predominando o perfil
Th2, células T regulatérias e resposta imune humoral, sendo ineficiente para a
eliminacdo dos bacilos, ocorrendo proliferagédo do M. leprae e presenca de muitas
lesGes, como mostra a Figura 2 (FOSS, 1997; MENDONCA et al., 2008).

Figura 2— A imunidade celular (IC) € inversamente

proporcional ao indice baciloscopico (IB)
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Fonte: MENDONCA et al., 2008.

¢ Resposta imune inata frente ao M. leprae

Uma baixa viruléncia do M. leprae associada a uma efetiva resposta imune

inata, refletem a uma resisténcia para o desenvolvimento da doenca. A resposta
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imune inata é caracterizada por mecanismos que ja existem antes da ocorréncia de
uma infeccdo, resultando assim em uma resposta rapida contra os patdégenos
(ALVES; FERREIRA T; FERREIRA I., 2014; MENDONCA et al., 2008).

A interacdo entre o M. leprae e o homem é mediada por receptores de
reconhecimento padrdo (PRR) presentes nas células do hospedeiro, os quais
reconhecem padr6es moleculares associados a patégenos (PAMPSs); sendo os
receptores Toll-like (TLRs) exemplos de PRR. Os TLRs sao expressos
principalmente em mondcitos, macréfagos e células dendriticas, que sdo as células
apresentadoras de antigenos (MENDONCA et al., 2008; TALHARI et al., 2015).

Os receptores TLR1, TLR2 e TLR6 sdo responséaveis por reconhecer
componentes micobacterianos, incluindo o M. leprae, e produzem citocinas como
TNF e interleucina 12. TLR1 e TLR 2 s&o mais encontrados em lesdes de pacientes
com hanseniase tuberculdide, se comparado com pacientes com hanseniase
virchowiana. Curiosamente o comprometimento da expressdo de TLR1 esta
associado com a resisténcia a hanseniase (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA 1.,
2014).

O M. leprae é fagocitado por macrofagos, os quais produzem reativos
intermediarios de oxigénio e nitrogénio que sdo eficientes para a eliminacdo do
patégeno, por meio do burst oxidativo, contudo, a fagocitose do M. leprae néo leva a
um intenso burst oxidativo. Os pacientes tubercul6ides apresentam macrofagos que
sofrem transformagé@o em células epitelidides, sendo capazes de eliminar o bacilo.
Nos pacientes virchowianos os macrofagos comportam um grande ndmero de
bacilos viaveis ou mortos, indicando a incapacidade de elimina-los. O papel de
neutrofilos, outros granuldcitos e Células Natural Killer € pouco entendido (ALVES;
FERREIRA T; FERREIRA |., 2014).

O sistema imune inato é a linha de frente contra o patégeno, porém por si sO
pode ser insuficiente para a eliminacdo do mesmo, sendo necessério a ativacéo do
sistema imune adaptativo. Sendo assim, a imunidade natural esta envolvida na
determinagdo do resultado da infeccdo e associada com a produgédo de citocinas
que vao direcionar ao padrdo de citocinas que sera produzido por células T
(GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; TALHARI et al., 2015).

Acredita-se que um dos motivos de se ter uma resposta imune celular
reduzida contra o M. leprae é o fato de bloquear a diferenciagdo das células

dendriticas, que sdo células apresentadoras de antigenos, resultando na redugéo da
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capacidade das mesmas em apresentar antigenos e assim ativar as células T
(TALHARI et al., 2015).

¢ Resposta imune adaptativa frente ao M. leprae

7

A resposta imune adaptativa ou adquirida é caracterizada pelo
reconhecimento especifico de antigenos, reconhecimento o qual € mediado por
receptores de superficie presentes nos linfécitos T e B (MENDONCA et al., 2008).

A imunidade adquirida € desenvolvida apdés o contato com o patdgeno, tem
como mediadores linfécitos T CD4+ que direcionam a resposta imune, podendo
ativar respostas imunes celular através de macrofagos e linfocitos T citotoxicos, ou
respostas imunes humorais, através de linfocitos B, que ao serem ativados passam
a produzir anticorpos (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA 1., 2014).

As células consideradas uma ponte entre imunidade inata e adquirida s&o as
células dendriticas (DCs), capazes de ativar linfécitos T virgens, além de serem as
principais células apresentadoras de antigenos (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA
1., 2014).

Células apresentadoras de antigenos processam o antigeno e apresentam
aos linfocitos T auxiliares a fracdo antigénica da bactéria, em associagdo com o
complexo de histocompatibilidade principal (MHC); para as células T CD4+ via
moléculas de MHC classe Il ou para as células T CD8+ via MHC classe I. A
interacdo entre macrofago e linfocito T desencadeia a ativacdo da resposta imune
celular, a qual é caracterizada pela acdo de citocinas ou interleucinas, que séo
glicopeptideos relacionados as reacdes intercelulares (FOSS, 1997; MENDONCA et
al., 2008; TALHARI et al., 2015).

As DCs estimulam a diferenciacéo dos linfécitos T CD4+, também chamados
de linfécitos T helpers ou T auxiliares, nas subpopulacdes T helper 1 (Thl) ou T
helper 2 (Th2); tal diferenciagdo ocorre de acordo com a produgéo de citocinas e
expressdo de moléculas co-estimulatérias. As DCs sdo encontradas em maior
quantidade em lesGes de pacientes com hanseniase tuberculdide (ALVES;
FERREIRA T; FERREIRA 1., 2014).

A producéo de interleucina-12 (IL-12) pelas DCs favorece o desenvolvimento
da resposta imune do tipo Thl, resultando na producéo de interleucina-2 (IL-2) e
interferon-gama (IFN-y), culminando na ativagdo de macréfagos. A auséncia de IL-

12 ou presenga de interleucina-4 (IL-4) favorece a diferenciacdo dos linfocitos na
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subpopulagdo Th2, com producédo de interleucina-10 (IL-10) e IL-4; tais citocinas
estimulam a producédo de anticorpos e inibem a ativagdo de macréfagos, diminuindo
0 poder microbicida. Sendo assim, na forma TT da doenca, IFN-y, IL-2 e linfotoxina-
a (antes chamada de TNF-B) sdo secretadas nas lesdes, induzindo uma atividade
fagocitica intensa; macrofagos sob agéo dessas citocinas, juntamente com linfocitos,
formam o granuloma. J& a forma VV é caracterizada pela produgdo principalmente
de IL-4, IL-5 e IL-10, citocinas estas relacionadas com os perfis Th2 (IL-4 e IL-5) e
regulatério (IL-10) (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA I., 2014; MENDONCA et al.,
2008).

Nas les6es tuberculbéides ha uma maior expressao de IL-12, TLR1 e TLR2 em
mondcitos e de células CD4+, se comparado com lesdes virchowianas. O fato da IL-
4 ser responsavel por reduzir a expressdo de TLR2 em mondcitos e a IL-10 por
suprimir a producdo de IL-12, justifica a abundancia de CD8+ nas lesbes
virchowianas (MENDONCA et al., 2008).

Nota-se que citocinas do perfii Thl (IFN-y, TNF, IL-2, IL-12) sé&o
predominantes nas lesdes tuberculdides, sendo que o IFN-y contribui para a
resisténcia ao bacilo, visto que aumenta a producdo de reativos intermediarios de
oxigénio e nitrogénio por macréfagos e a expressdo de MHC Il, favorecendo a
apresentacdo de antigenos, além de levar a uma maior producdo de TNF-a; o TNF
além de atuar na formacdo do granuloma aumenta a atividade microbicida do
macrofago; a IL-2 aumenta a producdo de IFN-y e estimula a proliferagdo e
expanséao de linfocitos T ativados; a IL-12 estimula as células NK a liberarem IFN-y.
Citocinas do perfil Th2 e regulatorio (IL-4, IL-5, IL-10, TGF- B) sdo predominantes
nas lesbes virchowianas, sendo a IL-4 responsavel pelo aumento da producédo de
anticorpos, expansao de linfécitos Th2, inibicdo a diferenciagdo para linfocitos Thl e,
consequentemente a ativacdo de macréfagos (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA 1.,
2014; FOSS, 1997; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002).

Além da participacdo dos perfis Thl e Th2, estudos demostraram a existéncia
de um terceiro subconjunto de células Th que desempenham um papel importante
na hanseniase, o Th17. O perfil Th17 esta associado as citocinas IL-17, IL-21 e IL-
22, e a imunopatogénese da hanseniase, atuando especialmente no polo
tuberculdide (SAINI; RAMESH; NATH, 2013).

As células T regulatérias estdo envolvidas no equilibrio da reatividade do

sistema imunolégico, elas demonstram controlar as respostas inflamatorias
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excessivas, prevenindo o dano tecidual por inflamacéo e autoimunidade. A fungéo
supressora das células Treg, para o hospedeiro, pode ser tanto benéfica, quando
suprime a imunopatologia, ou maléfica, quando suprime a resposta imune protetora.
Elas secretam citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e TGF- B (PARENTE et al.,
2015; TALHARI et al., 2015).

Em razdo do M. leprae se tratar de um bacilo intracelular, a resposta imune
humoral ndo é efetiva. No entanto, a produ¢cdo de anticorpos esta relacionada a
origem da reagao hansénica tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (ENH). Observa-se
a producdo de anticorpos especificos por linfocitos B tanto em les6es tuberculdides
quanto virchowianas, sendo mais abundantes nas virchowianas. Por mais que os
anticorpos ndo tenham o papel de deletar o bacilo, eles facilitam a fagocitose por
macroéfagos (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA 1., 2014).

e Tratamento

O tratamento da hanseniase é feito através da poliquimioterapia, com
associagdo dos medicamentos Rifampicina, Dapsona e Clofazimina; a Dapsona
requer maior atencdo dos profissionais devido as reacdes alérgicas. Deve ser
iniciado na primeira consulta apos dado o diagnostico (BRASIL, 2017).

O paciente paucibacilar recebe uma dose mensal de 600 mg de Rifampicina
(supervisionada) e 100 mg de Dapsona diariamente (em casa); 6 meses de
tratamento, sendo 6 cartelas. Caso a Dapsona seja suspensa, substitui-la pela
Clofazimina 50 mg por dia e 300 mg uma vez por més na dose supervisionada
(BRASIL, 2017).

Jé para o paciente multibacilar o tempo de tratamento é de 12 meses, sendo
12 cartelas. Recebe uma dose mensal de 600 mg de Rifampicina, 100 mg de
Dapsona e 300 mg de Clofazimina (supervisionada), e em casa 100 mg de Dapsona
e 50 mg de Clofazimina diariamente. Caso a Dapsona seja suspensa, substitui-la
pela Ofloxacina 400 mg (supervisionada e diariamente) ou pela Minociclina 100 mg
(supervisionada e diariamente) (BRASIL, 2017).

Quando se trata de crianca deve ser levado em consideragdo o peso corporal,
sendo assim as criangcas com peso superior a 50 kg devem seguir o tratamento
prescrito para adultos, com peso entre 30 e 50 kg utilizar as cartelas infantis
(marrom/azul), menores que 30 kg devem obedecer aos ajustes de dose (BRASIL,
2017).
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Sabe-se hoje que o tratamento, no seu inicio, é responsével pela eliminagcéo
da maioria dos bacilos, sendo que por volta de dois anos, nos pacientes
multibacilares, todos ja estdo mortos. Porém, nesses individuos multibacilares, os
quais apresentam imunidade celular deprimida ou ausente, os restos bacilares vao
sendo eliminados lentamente, correndo o risco de ocorréncia de ENH e
incapacidades enquanto estiverem presentes (OPROMOLLA, 1997).

Ao dar inicio ao tratamento, os bacilos vdo sendo destruidos, liberam
antigenos, os quais vao estimular a producdo de anticorpos, a formacgdo de
imunocomplexos e fixagcdo de complemento. Em razdo da migracdo de neutrdfilos,
qgue juntamente com suas enzimas provocam destruicdo de tecidos e das paredes
dos vasos, ocorre alteracdes do estado geral do individuo, observando o
aparecimento de nddulos eritematosos e dolorosos na pele, que podem se ulcerar, e
em casos mais graves podem ser observados casos de artrites, neurites, aumento
doloroso de figado e baco (OPROMOLLA, 1997).

4.3 DIAGNOSTICO

O diagnostico da hanseniase € baseado na anamnese, exame dermatolégico,
neuroldgico, baciloscopia e em outros exames complementares. Apresenta algumas
dificuldades e obstaculos, como a impossibilidade de cultivo do M. leprae, além do
fato do quadro clinico ser muitas vezes confundido com outras doengas de pele,
também é tardio, o que favorece o inicio tardio do tratamento e possibilidade de
aparecimento de incapacidades fisicas e evolugéo para deformidades (LEANO et al.,
2017; TALHARI et al., 2015).

A deteccdo do M. leprae é considerada dificil, sendo necessarios critérios
laboratoriais e clinicos. Quanto mais precocemente forem identificados casos novos,
menor o tempo de transmissdo e o risco de evolugdo da doenga (LYON; GROSSI,
2013; TEIXEIRA et al., 2008).

O diagnostico laboratorial € desafiador, visto que ndo existem marcadores
nem do hospedeiro nem do patdégeno capazes de delimitarem os estdgios da
doenca, como exposicdo, infecgdo latente ou doenca ativa. Um dos problemas
enfrentados é o fato de positividade em um teste ndo indicar claramente o
desenvolvimento da doenga, mas uma possivel infec¢do e, consequentemente, um

risco maior de progressao para a doencga e infecgao ativa (TALHARI et al., 2015).
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O fato de escassez de sintomas no inicio da doenca também pode contribuir
para demora e erros diagnosticos (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA 1., 2014).

Pela hanseniase ser considerada doenca de notificagdo compulséria em todo
o territério nacional, ao diagnosticar um caso da doenca o profissional deve
preencher a Ficha de Notificagéo, ficha a qual € de fundamental importancia para
estudos e analises epidemioldgicas. O diagndstico deve ser informado ao paciente
de forma semelhante a outras doencas curaveis, sem causar impacto psicologico
(ALVES; FERREIRA T; FERREIRA I., 2014).

4.3.1 Diagnostico clinico

O diagndstico clinico é baseado em um roteiro, constituido pelas seguintes
atividades: anamnese (obtencdo de informacfes clinicas e epidemiolégicas do
paciente); avaliacdo dermatoldgica (identificagdo de lesBes com alteracdo de
sensibilidade); avaliacdo neuroldgica (identificacdo de neurites, incapacidades e
deformidades); diagnéstico dos estados reacionais e diferencial; classificacdo do
grau de incapacidade fisica (BRASIL, 2002).

Ao realizar a anamnese deve-se levar em consideracdo a historia
epidemiolégica, familiar, assim como a precedéncia; a investigagdo epidemiolégica é
de extrema importancia e relevancia para se descobrir a origem da doenca e para o
diagnéstico precoce de outros casos. Recomenda-se que o exame clinico
dermatoneuroldgico seja feito em local que conte com boa iluminagéo, se possivel
natural, e que atinja toda a superficie do corpo. Além de analisar a pele, verifica-se
também as sensac¢des tatil, térmica e dolorosa, alopécia e anidrose, devendo ser
executadas de forma precisa e com paciéncia. O exame é complementado por
outros procedimentos como teste de sensibilidade cuténea, provas da histamina ou
pilocarpina (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA 1., 2014; BRASIL, 2002).

4.3.2 Avaliacdo neurologica

Os processos inflamatdérios séo resultantes da agdo do bacilo nos nervos e/ou
da reposta do organismo frente & presenca do bacilo, provocando lesGes neurais,
que quando nao tratadas podem evoluir para incapacidades e deformidades
(BRASIL, 2002).
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A avaliacdo neurolégica é constituida pela inspecédo dos olhos, nariz, maos e
pés, palpacdo dos troncos nervosos periféricos, avaliagdo da forca muscular e
avaliacdo de sensibilidade nos olhos, membros superiores e inferiores (BRASIL,
2002).

A inspecgédo dos olhos visa verificar sinais e sintomas decorrentes da presenga
do bacilo e comprometimento dos nervos que inervam os olhos. O paciente é
guestionado sobre alguns sintomas, como ardor, coceira, vista embacada,
ressecamento, palpebras pesadas e/ou lacrimejamento; observa se ha presenca de
infiltracdes, nodulos, vermelhiddo, auséncia de sobrancelha, cilios invertidos,
opacidade da cérnea, se ha alteracdo no contorno, tamanho e reacédo das pupilas,
se as mesmas se apresentam esbranquicadas ou pretas. Tal inspecdo pode ser
observada na Figura 3 (BRASIL, 2002).

Figura 3— Inspecé&o dos olhos

Fonte: BRASIL, 2002.

A inspecédo do nariz visa verificar sinais e sintomas decorrentes da presenga
do bacilo e comprometimento da mucosa e da cartilagem. O paciente € questionado
se 0 nariz esta entupido, se ha ressecamento ou sangramento. Observa-se as
condigbes da mucosa, septo nasal e da pele. A inspe¢do dos membros visa verificar
a possivel diminuicdo da for¢a, dorméncia, existéncia de ressecamentos, ferimentos,
fissuras, atrofias musculares, entre outros sintomas (BRASIL, 2002).

Os nervos que sdo examinados sdo 0s mais acometidos pelo M. leprae,
aqueles em &reas localizadas mais superficialmente, em regides mais frias da pele,

expostas a traumas, 0S quais passam por canais estreitos, fibrosos e/ou 6ésseos,
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como o trigémeo, auricular, facial, ulnar, radial, mediano, fibular comum e tibial.
Durante a palpacdo dos troncos nervosos periféricos, os mesmos devem ser
palpados com as polpas digitais do segundo e terceiro dedos do examinador,
deslizando-os sobre a superficie 6ssea, no sentido de cima para baixo, como pode
ser observado nas Figuras 4 e 5, verificando se ha queixa de dor, choque,
espessamento do nervo palpado, alteracdo na consisténcia e forma do nervo e
presenca de aderéncias (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA I., 2014; BRASIL, 2002;
OPROMOLLA, 2000).

Figura 4— Palpacéo dos principais nervos dos membros superiores

Radial o Mediano

Fonte: BRASIL, 2002.

Figura 5- Palpacdo dos principais nervos
dos membros inferiores

Fibular Tibial
posterior

A
-

Fonte: BRASIL, 2002.

4.3.3 Eletroneuromiografia

E Gt no acompanhamento das reacfes, de alta especificidade para o
diagnéstico das neuropatias, além de possibilitar o reconhecimento de disfuncéo
neural antes mesmo do inicio dos sintomas (LASTORIA; ABREU, 2012; LYON;
GROSSI, 2013; SANTOS, 2017).
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A eletroneuromiografia consiste no estudo da fung@o dos nervos e musculos,
é considerada uma extens@o do exame clinico, ndo um exame complementar. E
utilizado um eletromiografo, constituido por um amplificador, capaz de multiplicar
milhares de vezes o potencial objeto de estudo. Tal potencial é referente a somatoria
de potenciais elétricos gerados a partir de trocas ibnicas que ocorrem durante a
transmissao nervosa e contragdo muscular. Tais sinais sdo adquiridos, amplificados
e registrados em um osciloscépio, sendo assim digitalizados e analisados para uma
conclusédo diagnédstica (LYON; GROSSI, 2013).

Tecnicamente avalia a fisiologia do sistema nervoso periférico, auxilia no
diagnéstico das doencas proprias das fibras musculares, auxilia a classificagdo das
neuropatias, fornece dados sobre a localizacdo e o grau da leséo, além de servir
como orienta¢c&o na escolha de um nervo a ser biopsiado (LYON; GROSSI, 2013).

Na hanseniase a eletroneuromiografia ndo fornece diagnostico etiolégico,
sendo mais um instrumento mediante as informagbes a respeito do padrédo de
distribuicdo, tipo de fibra acometida, juntamente com dados clinicos, além de
favorecer o diagnostico precoce pelo fato de possibilitar a deteccdo de formas
iniciais (LYON; GROSSI, 2013; SANTOS, 2017).

4.3.4 Testes de sensibilidade cutanea

A sensibilidade normal é dependente da integridade dos troncos nervosos e
das terminagdes nervosas que se localizam sob a pele (BRASIL, 2002).

As areas onde as lesdes sdo predominantes séo face, orelhas, nadegas,
bracos, pernas e dorso. Séo feitas as pesquisas de sensibilidade térmica, dolorosa e
tatil. A primeira sensibilidade a se alterar € a térmica, depois a dolorosa e finalmente
a tatil. Pode ser que apenas nas formas com algum tempo de evolucdo € que todas
as sensibilidades se apresentem alteradas (LYON; GROSSI, 2013; OPROMOLLA,
2000).

Algumas consideragfes devem necessarias ao se realizar a pesquisa de
sensibilidade, tais como: explicar ao paciente o exame que sera realizado,
esclarecendo todas as duvidas; concentragdo tanto do paciente quando do
examinador; demonstrar a técnica para o paciente, o qual deve estar com os olhos
abertos; ocluir o campo de visdo do paciente; selecionar aleatoriamente a sequéncia

de pontos a serem analisados; tocar a pele deixando por tempo suficiente para o
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paciente responder; repetir o teste para confirmacdo; respostas como “mais ou
menos” também devem ser levadas em consideragdo (BRASIL, 2002).

A sensibilidade tatil pode ser analisada de diferentes maneiras, sendo
classificada em sensibilidade propriamente dita e sensibilidade protetora. E
recomendada que se faca a analise de sensibilidade tatil nas lesbes para fins de
diagnéstico, e que a de sensibilidade protetora seja feita em les6es e também nas
maos e pés dos pacientes para fins de prevencdo de incapacidades fisicas, nos
pontos demonstrados na Figura 6. O comprometimento da sensibilidade em méos e
pés impossibilita que o paciente se proteja de queimaduras e outros ferimentos
(LYON; GROSSI, 2013).

Figura 6— Pontos que devem ser testados e respectiva

legenda
5 1 o—7 8
-nzl 2 9
EaST:h SRR
3 b 10
3
6
5
MAO PE
Ulnar-4,5e6 Nervotibial-1,2,3,4,5,6e7
Mediano-1,2e3 Nervo sural -8
Radial -7 Nervo safeno -9

Nervo fibular profundo - 10

CADA FILAMENTO CORRESPONDE A UM NIVEL FUNCIONAL

LEGENDA REPRESENTADO POR UMA COR
Verde @ 0,05 g - sensibilidade normal na mao e no pé
Azul . 0,2 g - sensibilidade diminuida na mao e normal no pé
- dificuldade para discriminar textura (tato leve)
2,0 g - sensibilidade protetora diminuida na mao
Violeta @) - incapacidade de discriminar textura
- dificuldade para discriminar formas e temperatura
4,0 g - perda da sensibilidade protetora na mao e as
Vermelho . vezes no pé
(fechado) - perda da discriminacao de textura
- iIncapacidade de discriminar formas e temperatura
Vermelho 10 g - perda da sensibilidade protetora no pé
(marcar ® - perda da discriminacao de textura
com x) - iIncapacidade de discriminar formas e temperatura
Vermelho O 300 g - permanece apenas a sensagao de pressao
(circular) profunda na mao e no pé
- sem resposta
Preto . - perda da sensacao de pressao profunda na mao

e no pé

Fonte: BRASIL, 2008.
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A pesquisa de sensibilidade tatil deve ser feita tocando levemente as lesGes
com auxilio de algodédo seco, comparando com o toque feito em regibes da pele
sadias. Pode ser realizada também por meio do estesibmetro, como mostra a Figura
7, composto por seis monofilamentos de nailon, os quais exercem sobre a pele
pesos equivalentes a 0,05g (filamento verde), 0,2g (azul), 2,0g (violeta), 4,09
(vermelho escuro), 10,0g (laranja) e 300,0g (vermelho-magenta). O filamento verde
representa a sensibilidade tatil normal em qualquer regido do corpo, exceto na
regido plantar, onde o padrédo de normalidade é referente a capacidade de sentir o
flamento azul. O teste é iniciado com o filamento mais fino, passando
sucessivamente para os demais, até o qual o paciente (com o0 campo de visdo
ocluido) seja capaz de sentir. Quando ndo houver a disponibilidade do
monofilamento, realizar o teste com caneta esferografica (BRASIL, 2008; LYON;
GROSSI, 2013).

Figura 7— Estesidmetro

ddd 3 d

* % wah
Fonte: BRASIL, 2008.

A pesquisa de sensibilidade térmica deve ser feita sempre que possivel.
Preconiza-se que seja feita utilizando dois tubos de vidro, um contendo agua quente
(dgua aquecida ndo pode estar em temperatura superior a 45°C), e outro, agua fria
(temperatura ideal de 25°C). Alternadamente sdo tocadas a pele sd e a area
suspeita com a extremidade fechada dos tubos, para que assim 0 paciente
identifique as sensacbes de frio e calor. Sabe-se que diferentes pacientes

apresentam limiares de percepgdo de calor e frio diferentes. Tal método nédo é



32

quantitativo e requer tempo para preparo, além do controle da temperatura da agua
(LYON; GROSSI, 2013).

No caso de impossibilidade de realizar o teste com agua fria e quente,
recomenda-se utilizar um algodao embebido com éter, que refletira a sensagéo de
frio, e outro seco. A prova do éter apenas identifica a sensagéo de frio, ndo é capaz
de avaliar a sensibilidade ao calor. O éter entra em ebulicdo a temperatura de 35°C,
praticamente a mesma temperatura da pele humana, retirando energia térmica da
pele, provocando sensacdo de frio ou gelado. Esse método também ndo é
guantitativo (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA I., 2014; LYON; GROSSI, 2013).

Em razdo dos métodos citados acima ndo se tratarem de métodos
quantitativos, a Organizagdo Mundial da Saude estimula o desenvolvimento de
dispositivos eletronicos capazes de testar a sensibilidade térmica (LYON; GROSSI,
2013).

A sensibilidade dolorosa pode ser analisada com auxilio de alfinete ou agulha
de injecdo descartaveis e esterilizados, pedindo ao paciente que identifique e diga
se é a ponta ou o fundo da agulha ou alfinete que esta tocando sua pele, sendo que
a ponta da agulha causa dor e a cabeca provoca estimulo proprioceptivo. Caso o
paciente ndo consiga identificar qual parte do material esta tocando sua pele, isso é
sinal de alteracdo de sensibilidade dolorosa naquela é&rea da pele (ALVES;
FERREIRA T; FERREIRA 1., 2014; BRASIL, 2017).

4.3.5 Provada histamina

Trata-se de um recurso clinico adicional, assim como a prova da pilocarpina.
E colocada uma ou vérias gotas de uma soluc&o milesimal de cloridrato de histamina
na &rea suspeita e na area sadia, perfurando a pele superficialmente através das
mesmas com auxilio de uma agulha estéril, sem sangrar. Apds alguns instantes é
observado um halo eritematoso pequeno em torno da picada (inoculagdo), em
resposta a acao da histamina sobre os vasos. Posteriormente vai ocorrer a formacao
de uma area eritematosa maior, ré6seo, com mais de dois centimetros de diametro,
por conta do estimulo das termina¢gdes nervosas. Por fim, h4 a formacéo da papula
(ALVES; FERREIRA T; FERREIRA I., 2014; OPROMOLLA, 2000; TALHARI et al.,
2015).

Vale ressaltar que no lugar onde existe perturbagdo de sensibilidade né&o

formara eritema maior de origem reflexa, fase a qual depende da integridade dos



33

filetes nervosos. A primeira e Ultima fase ocorrem por serem consequéncias do
traumatismo da agulha e da vasodilatagdo e extravasamento do plasma,
respectivamente (OPROMOLLA, 2000; TALHARI et al., 2015).

A prova da histamina é indicada a fim de realizar o diagnéstico diferencial da
forma indeterminada com outras doencas que ocasionam manchas (eczematide,
hipocromia residual, por exemplo), além do diagnostico de lesbes dos nervos
periféricos, no caso de impossibilidade do teste de sensibilidade (criancas, por
exemplo) (TALHARI et al., 2015).

4.3.6 Prova da pilocarpina

A prova da pilocarpina é baseada em injetar intradermicamente uma solucao
de nitrato ou cloridrato dessa substancia a 1 ou 2% na area suspeita e na pele sadia.
Passado 1 ou 2 minutos é observada a saida de goticulas de suor na area sadia e
auséncia ou reducdo do suor na area suspeita, em razdo do comprometimento
nervoso. A fim de sensibilizar tal prova, evidenciando a sudorese, pode-se pincelar a
regido onde foi injetada a pilocarpina com lugol e pulverizar o local com amido,
identificando a sudorese a partir do aparecimento de pontos azulados onde
emergem as goticulas de suor. A coloragdo azul aparece em raz&o do suor dissolver
o lugol, 0 mesmo se combinar com o amido, apresentando a coloragédo, diferente do
ocorrido em lesbes, onde o amido permanece intacto (OPROMOLLA, 2000;
TALHARI et al., 2015).

4.3.7 Baciloscopia

O exame bacterioscopico consiste no exame microscopico do material
coletado sob a forma de esfrega¢o corado (OPROMOLLA, 2000).

A baciloscopia do esfregago dérmico, ou bidpsia de pele, no Brasil, quando
disponivel, deve ser utilizada como exame complementar para a classificacdo dos
casos em PB ou MB. A baciloscopia positiva, demostra diretamente a presenca de
M. leprae, e independentemente do niumero de lesdes, classifica 0 caso como MB.
Cabe ressaltar que o resultado negativo ndo exclui o diagnéstico de hanseniase e
nem classifica o doente obrigatoriamente como PB. A baciloscopia mostra-se

negativa nas formas PB, tuberculdide e indeterminada, extremamente positiva na
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forma virchowiana, e pode apresentar resultados varidveis na forma dimorfa
(GROSSI et al., 2008; LYON; GROSSI, 2013).

A coleta do material é fundamental para o sucesso da baciloscopia. Material
biologico deve ser coletado com representatividade. A escolha dos sitios de coleta
deve ser baseada nos locais mais provaveis de encontro do bacilo, visto que o M.
leprae apresenta tropismo pelas regies mais frias (I6bulo auricular é o local de
maior concentragdo de bacilos quando comparado com cotovelos, joelhos e falanges
distais). Sendo assim, tal técnica é baseada na coleta de material nos I6bulos
auriculares, nos cotovelos e/ou em duas é&reas infiltradas, de qualquer parte do
corpo, sendo recomendada a coleta de, pelo menos, quatro locais. Em pacientes
com lesdes cutaneas visiveis, a coleta é feita no cotovelo esquerdo, no Iébulo
auricular direito e em mais duas les6es em atividade; em pacientes com lesao Unica,
a coleta é feita no cotovelo esquerdo, I6bulos auriculares direito e esquerdo e da
lesdo; pacientes que nao apresentam lesdes ativas aparentes, deve-se colher
material dos cotovelos direito e esquerdo e dos I6bulos auriculares direito e
esquerdo (LYON; GROSSI, 2013; TALHARI et al., 2015).

Quando o exame baciloscopico do raspado dérmico é positivo, indica a
presenca da micobactéria e indica os pacientes mais infectantes. Apresenta alta
especificidade (proxima de 100%), e baixa sensibilidade, visto que é negativo em até
70% dos pacientes com hanseniase. Nas formas paucibacilares, dificilmente os
bacilos sdo detectados. Porém, apresenta grande utilidade no diagndstico dos
pacientes multibacilares, na confirmagdo de diagnésticos considerados dificeis, no
diagnéstico diferencial das formas MB com outras doencas (como sifilis secundaria,
por exemplo), e no diagnodstico e acompanhamento de recidivas (LYON; GROSSI,
2013).

A partir do material coletado faz-se o esfregaco, e o0 mesmo € corado. A
natureza acido-resistente do bacilo pode ser determinada por duas coloracdes,
sendo elas, a carbolfucsina (Ziehl-Neelsen ou Kinyoun), e o fluorocromo (Auramina
O ou Auramina-Rodamina). Cabe ressaltar que a coloracdo de carbolfucsina é
considerada a técnica de referéncia, sendo o Ziehl-Neelsen o método utilizado no
Brasil em todos os niveis de laboratorio (corando-se pelo método a frio, nunca a
guente como na tuberculose), além de ser o de menor custo (ALVES; FERREIRA T,
FERREIRA I, 2014; LYON; GROSSI, 2013).
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A parede celular das micobactérias é composta por acidos micélicos, os quais
sdo capazes de ligar-se aos corantes fucsina e Auramina O, resistindo a
descolorag@o com é&lcool-acido. Em um segundo momento é adicionado um corante
de contraste a fim de destacar o organismo corado, facilitando sua visualizagdo no
microscopico (LYON; GROSSI, 2013).

A coloracao pelo fluorocromo (substancia organica que ao ser excitada por luz
de comprimento de onda determinado, emite luz de comprimento maior), apresenta
suas vantagens, como facilidade e rapidez na identificagdo de bacilos em menor
ampliacéo, principalmente quando estdo presentes em numeros baixos, no entanto,
a presenca de artefatos é frequente, influenciando em resultados falso-positivos
(LYON; GROSSI, 2013).

O bacilo de Hansen pode se apresentar na forma de agrupamentos peculiares
denominados globias (unidos por uma substancia incolor, conhecida como gleia),
isolados (quando presentes em numero reduzido) ou aglomerados de bacilos. A
baciloscopia também é utilizada para descrever o aspecto morfolégico dos bacilos
no esfregaco, ressaltando as observacdes: bacilos integros, fragmentados,
granulosos e presenca de globias. Bacilos integros séo considerados viaveis/vivos,
enquanto os fragmentados e granulosos, invidveis/mortos. Além disso, indices sdo
estabelecidos, conta-se os bacilos segundo o método de Ridley e extrai sua média
(indice baciloscépico) e avalia a média da percentagem de bacilos tipicos que se
encontram em cada lesdo examinada (indice morfolégico) (LYON; GROSSI, 2013;
OPROMOLLA, 2000).

O indice baciloscépico (IB) baseia-se em uma escala logaritmica com
variacdo de 0 a 6, a partir da analise do nimero de bacilos presentes por campo
microscopico, como pode ser observada na Tabela 1. O IB é calculado a partir da
média aritmética dos IBs de cada sitio analisado, entdo, somam-se 0s quatro sitios e
divide-se o total por 4 (ALECRIM, 2017).
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Tabela 1- Escala logaritmica referente a quantidade de bacilos por campo

microscoépico

ESCALA LOGARITMICA BACILOS
0 Auséncia de bacilos em 100 campos
examinados
1+ Presenca de 1 a 10 bacilos, em 100

campos examinados

2+ Presenca de 1 a 10 bacilos, em cada 10

campos examinados

3+ Presenca de 1 a 10 bacilos, em média,

em cada campo examinado

4+ Presenca de 10 a 100 bacilos, em

média, em cada campo examinado

5+ Presenca de 100 a 1.000 bacilos, em

média, em cada campo examinado

6+ Presenca de mais de 1.000 bacilos, em

média, em cada campo examinado

Fonte: Modificado a partir de ALECRIM, 2017.

A sensibilidade do método pode ser influenciada por fatores como, coleta de
amostra, niumero de micobactérias presentes, confeccédo do esfregaco, coloracéo e
interpretacdo do exame. A técnica € considerada simples e de facil execucao, porém
requer profissionais capacitados e experientes, alta qualidade do exame,
infraestrutura adequada e existéncia de tal servico em centros de saude (LYON;
GROSSI, 2013).

O exame baciloscépico, assim como o histopatolégico, s6 revela a doenca na
sua forma polarizada, fato que ja possibilita a identificacdo da doenca sé pelas
caracteristicas clinicas (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA I, 2014).

4.3.8 Teste de Mitsuda

O teste de Mitsuda expressa o grau de defesa do individuo frente ao M.
leprae, através da reacao de hipersensilidade tardia, do tipo celular, auxiliando assim

na classificagdo da forma clinica, tendo valor no progndstico, no entanto, nédo faz
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diagnéstico. Tal teste demonstra a capacidade dos macrofagos em digerir os bacilos
que foram fagocitados. Pode ocorrer resposta cruzada provocada por antigenos
semelhantes de outras micobactérias, portanto ndo é especifico para M. leprae
(ALECRIM, 2017; LASTORIA; ABREU, 2012; PINHO; ANDRADE JUNIOR;
SCHENBERG, 1998).

Na intradermorreacdo de Mitsuda, é injetado na derme um preparado
contendo antigenos bacilares (bacilos, substancias lipidicas dos bacilos, células e
restos de bacilos), diluidos em solugéo salina fenicada. O antigeno é um preparado
obtido a partir de hansenomas de pacientes virchowianos néo tratados. A leitura é
feita ap6s quatro semanas, sendo que a presenca de papula igual ou maior que 5
mm, € indicativo de positividade (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA |., 2014
LASTORIA; ABREU, 2012; LYON; GROSSI, 2013).

A reacdo positiva é indicativo de que os macréfagos do individuo sdo capazes
de destruir os bacilos de Hansen; reacdo negativa indica que os individuos que
foram expostos ao M. leprae apresentam maior risco de adoecer e até mesmo de
desenvolver a forma virchowiana. O teste de Mitsuda € positivo em pacientes
tuberculéides e negativo em pacientes virchowianos, referente a resposta imune
eficaz e ineficiente, respectivamente. Os pacientes dimorfos apresentam variagdes
nos resultados, dependendo do grau de imunidade do paciente (ALECRIM, 2017).

Ao nascer, as pessoas apresentam o teste de Mitsuda negativo, visto que néo
apresentam resisténcia ao M. leprae, e & medida que sdo expostas ao bacilo, a
maioria desenvolve resisténcia, apresentando o teste positivo. Individuos que
continuam apresentando o teste negativo provavelmente tendém para formas
multibacilares (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA 1., 2014).

Individuos com reacdo de Mitsuda cujo didmetro é maior que 10 mm,
geralmente sao resistentes ao bacilo, ndo adoecem ou no maximo desenvolvem a
forma TT. Quando o didmetro é maior que 5 e menor que 10 mm normalmente
indicam as formas DT e tuberculdides de baixa resisténcia; entre 3 e 5 mm indicam
hanseniase dimorfa, e abaixo disso, é indicativo de hanseniase virchowiana
(ALVES; FERREIRA T; FERREIRA I., 2014).

Se em um caso de suspeita de eritema nodoso a reacdo de Mitsuda for
positivo, pode ser que ndo se trate de hanseniase, uma vez que o eritema nodoso
hansénico ocorre somente em casos baciliferos em que o teste de Mitsuda é
negativo (OPROMOLLA, 2000).
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4.3.9 Histopatologia

O exame histopatolégico é um exame complementar no diagndstico da
hanseniase, sendo indispenséavel para a correta classificagdo em investigacdo. A
correlagdo clinico-histoldgica é fundamental para o diagnéstico final (TALHARI et al.,
2015).

E realizado a partir de métodos como Faraco-Fite e Wade-Klingmueller,
considerados os mais adequados quando se trata da pesquisa do M. leprae, sendo
modificacdes da coloracdo de Ziehl-Neelsen. Métodos utilizados para a pesquisa de
Mycobacterium tuberculosis n&o sdo adequados para a pesquisa de M. leprae, visto
que o ultimo citado € menos &lcool-acido resistente se comparado com as outras
micobactérias. E importante principalmente nos casos em que a baciloscopia é
negativa ou ndo esta disponivel. Outro método que pode auxiliar na identificacdo dos
bacilos é a imuno-histoquimica, sendo indicada em nervos com poucos bacilos e nas
lesGes cutaneas, entretanto apresenta papel limitado, podendo ser util somente
qguando os bacilos estiverem fragmentados por digestédo parcial pelas enzimas de
macrofagos, perdendo assim a resisténcia de descoloragdo a élcool-acido (LYON;
GROSSI, 2013; TALHARI et al., 2015).

A amostra deve ser coletada por um profissional médico, sendo os locais
selecionados anestesiados com xilocaina ou epinefrina (excecao de pénis e dedos —
ndo se utiliza vasoconstritor). A bidpsia deve ser realizada nas bordas das lesdes,
recomenda-se colher vérias amostras de varias lesfes (se presentes) e a inclusdo
do tecido subcutdneo é importante, visto que os filetes nervosos envolvidos na
infeccdo sdo observados na porgdo superior do tecido adiposo subcutédneo. Se
necesséaria a sutura hemostética é feita. No momento da coleta deve ser evitada
lesbes ulceradas ou com infeccdo secundaria, pelo fato de poder mascarar um
quadro de hanseniase. O material coletado é colocado em formol tamponado (formol
puro € muito Acido, resseca o material inviabilizando colora¢des). Cada fragmento
deve ser colocado em frasco separado e identificado com o local da coleta (ALVES;
FERREIRA T; FERREIRA 1., 2014; TALHARI et al., 2015).

Na presente avaliagdo, o diagndéstico histopatoldgico da doenca pode ser
definitivo ao encontrar o bacilo de Hansen ou, de maneira presuntiva, sendo
necessario identificar quais as células presentes no infiltrado inflamatério dérmico e

hipodérmico, como os linfdcitos, plasmacitos, neutrofilos, histiocitos epitelioides e
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multinucleados, além da arquitetura do infiltrado (disposicdo dessas células).
Diversos padrdes de infiltrado podem ser encontrados como: perivascular superficial;
perivascular superficial e profundo, com ou sem comprometimento de anexos;
nodular; difuso e, dificilmente, intersticial e liquenoide (LYON; GROSSI, 2013;
TALHARI et al., 2015).

O que define os pdélos da hanseniase € o tipo celular que compfe o
granuloma, sendo células epitelioides no polo tuberculdide e macréfagos espumosos
no polo virchowiano (OBADIA; VERARDINO; ALVES, 2011).

A hanseniase indeterminada apresenta o quadro histologico de pele sem
alteracbes epidérmicas, leve infiltrado, pouco especifico e exclusivamente linfocitario
e, as vezes, ha a presenca de histidcitos em localizacdo perineural, perivascular e
perianexial. O diagndstico baseia-se no encontro dos bacilos, mas mesmo quando
néo for possivel a visualizagdo dos mesmos, a penetragdo de células inflamatérias
no perinervo ou endonervo possibilita a emisséo de laudo de compatibilidade, mas o
diagnéstico sera apenas presuntivo, podendo ser comum a diversas dermatoses.
Quando ha a presenca de células epitelioides indica uma evolugdo para o pélo
tuberculéide, assim como a presenca de muitos bacilos indica uma evolugéo para o
pélo virchowiano (LYON; GROSSI, 2013; OBADIA; VERARDINO; ALVES, 2011;
TALHARI et al., 2015; URA; BARRETO, 2004).

As formas HT e DT, ambas s&o caracterizadas pela presenca de granulomas
(maior capacidade de destruir o bacilo), definidos como conjuntos celulares de
histiécitos, que se diferenciam em células epitelioides e células gigantes.
Plasmdcitos, células encontradas no polo virchowiano e que indicam imunidade
humoral, ndo sdo presentes na hanseniase tuberculdide. Na HT esses granulomas
sdo considerados “bem formados”, estdo presentes no interior dos nervos ou
envolvendo nervos cutdneos fragmentados, constituidos por células bem
diferenciadas e nitidas, representando o grau maximo de resposta imunoldgica
frente aos bacilos, além disso, a baciloscopia normalmente é negativa, mas continua
como dado fundamental para diagnéstico de HT o encontro de bacilos em ramos
nervosos. Na forma hanseniase DT os granulomas néo tocam a epiderme, existindo
uma faixa de coldgeno, hd menor quantidade de linfocitos e células gigantes, os
bacilos podem ou n&o serem encontrados (LYON; GROSSI, 2013; OBADIA;
VERARDINO; ALVES, 2011; TALHARI et al., 2015; URA; BARRETO, 2004).
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E muito dificil diferenciar a HT da DT, sendo possivel, na maioria das vezes,
informar se estd ou ndo no pdlo tuberculdide. A forma DD, os achados sé&o
semelhantes a DT, entretanto h4 menos linfocitos, auséncia de células gigantes
multinucleadas e presenca de granulomas, ndo sendo eles “bem formados”, séo
frouxos (LYON; GROSSI, 2013; TALHARI et al., 2015).

Tanto a forma DV quanto a VV apresentam infiltrado com predominio de
histiécitos espumosos ou vacuolizados, com grande quantidade de bacilos. Na forma
DV o infiltrado tende a ser mais nodular, linfécitos sdo mais abundantes e ocorre
uma leve ativacdo de macrofagos, formando esbocos de granulomas pouco
definidos, diferente da forma VV, onde o processo inflamatério é mais difuso,
ocupando toda a derme e, as vezes, até mesmo o tecido subcutaneo, apresentando
além de numerosos macrofagos, plasmdcitos. Na HV os linfécitos séo raros ou
ausentes, ndo ha granulomas, o infiltrado ndo atinge a epiderme como na forma
tuberculéide e ha macréfagos carregados de bacilos e globias, em razdo da
incapacidade de destrui-los (LYON; GROSSI, 2013; SANTOS, 2017; TALHARI et al.,
2015).

No processo reacional do tipo 1 pode ser observado a presenca de
vasodilatacdo e edema (edema intracelular faz com que as células epitelioides
mostrem espacgos claros no citoplasma, podendo ser confundido com vacuolos),
dissociando assim, as células dos granulomas, os quais se tornam mais frouxos,
além do aumento do ndmero de bacilos integros. Na reacao do tipo 2 o infiltrado é
composto por linfécitos, histiocitos espumosos e neutrdfilos, podendo estar
fragmentados; neutréfilos podem ser raros ou abundantes, formando abcessos
dérmicos com ulceragdo (LYON; GROSSI, 2013; TALHARI et al., 2015).

Embora apresente vantagens como ser o método mais sensivel e especifico
quando se trata de diagndstico de doencas causadas por parasitas intracelulares
obrigatérios, € um método demorado, caro e pode ocorrer resultados falsos-
negativos. Mesmo assim, a sensibilidade de detecc¢&o dos bacilos por histopatologia
é baixa, recomenda-se por isso, que o exame de pelo menos seis cortes seja feito
para liberar o resultado como negativo. Entre os fatores que favorecem resultados
falsos-negativos estdo a qualidade da amostra enviada e da histotécnica,
representatividade da amostra e experiéncia do profissional. Bidpsia de lesdo
regressiva ou do centro da lesdo compromete o resultado (ALVES; FERREIRA T;
FERREIRA I, 2014; LYON; GROSSI, 2013).
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A biopsia de pele é indicada em casos como quando ndo h& possibilidade de
avaliacdo adequada da sensibilidade cuténea (portadores de deficiéncias mentais,
criangas); a fim de diferenciar quadros dimorfos iniciais da hanseniase
indeterminada ou tuberculbide; pacientes que ndo querem se submeter a
baciloscopia ou quando h&a duvida entre hanseniase e outras doengcas. O exame
histopatolégico ndo deve ser considerado padrdo ouro para diagnéstico da
hanseniase, pois pode n&o ser conclusivo, principalmente em pacientes PB, onde
nao sao visualizados os bacilos ou o infiltrado acometendo tecido neural, sendo
complementar as demais caracteristicas clinicas obtidas em conjunto (ALVES;
FERREIRA T; FERREIRA 1., 2014; OBADIA; VERARDINO; ALVES, 2011).

4.3.10Biologia molecular

Ensaios moleculares sdo baseados na amplificagdo (em milhares de vezes)
de sequéncias especificas do M. leprae usando PCR (Reagdo em cadeia da
polimerase) e identificagdo do fragmento de DNA do M. leprae em amostras
contendo pequenas quantidades de bacilos. Tal técnica pode ser aplicada tanto em
amostra de biopsia de pele quanto em amostras de manchas, esfregacos nasais,
bibpsia de pele embebida em parafina, sangue, lesdes nervosas e lesfes oculares.
Varios genes do M. leprae séo utilizados no desenvolvimento de ensaios de PCR
como RLEP, hspl8, ag36, groELI, RRNA 16S (SCOLLARD et al.,, 2006; SHARMA,
2019).

Estudos mostram que as técnicas baseadas em PCR mostram uma
especificidade de 100% e sensibilidade variando de 34 a 80% em pacientes
paucibacilares, e de 90% em pacientes multibacilares. Sendo assim, a PCR é um
efetivo complemento para o diagndstico clinico e histopatolégico da hanseniase
(SCOLLARD et al., 2006).

Nas fases iniciais da doenga encontram-se dificuldades em encontrar o bacilo
por meios histopatolégicos, sendo assim, a PCR mostra sucesso nessa deteccéo,
mesmo estando os bacilos presentes nos tecidos em pequenas quantidades. Foi
gracas a técnica de PCR que foi possivel o sequenciamento do genoma do M.
leprae, assim como a identificagdo dos poucos genoétipos do mesmo e da provavel
origem da infec¢éo (SANTOS, 2017).
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A automatizagdo dos ensaios de PCR (PCR em tempo real) permitiu e
revolucionou o fato de quantificar os fragmentos de DNA e RNA, melhorando a
especificidade e sensibilidade na deteccdo do DNA do M. leprae, possibilitando a
determinagéo da carga bacilar, ajudando a definir a forma clinica dos pacientes (PB
ou MB). Demonstrou ser mais sensivel que o exame microscopico para a presenca
de bacilos alcool-acido-resistentes. Além disso, a deteccdo de DNA de M. leprae por
PCR serve como ferramenta de confirmagdo quando a etiologia da neuropatia é
duvidosa (SANTOS, 2017; TALHARI et al., 2015).

A Reacdo em cadeia de polimerase € altamente sensivel e especifica,
entretanto o custo e a infraestrutura que exige impedem seu uso rotineiro nos

servicos de saude (ALVES; FERREIRA T; FERREIRA I., 2014).

4.3.11 Sorologia utilizando PGL-1

Os glicolipidios fendlicos séo os mais especificos do M. leprae, sendo o PGL-
1 o mais importante, correspondendo a 2% da massa total do bacilo (LYON;
GROSSI, 2013).

O PGL-1 se trata de um antigeno que estimula a produgdo basicamente de
IgM, podendo ser dosado apds 20 anos da doenca, caso o individuo doente
apresente estimulo continuo. Individuos sadios expostos ao M. leprae que
apresentem positividade para a sorologia anti-PGL-1 supfem-se que estejam
infectados, porém é possivel que ndo desenvolvam a doenga, fato que dependera
da reacao do organismo frente a infeccédo (BRASIL et al., 1998).

Varios estudos mostram que a carga bacilar de um individuo com hanseniase
esta relacionada com a presenca de anticorpos IgM contra o glicolipidio fendlico 1
(PGL-1), especifico da parede do Mycobacterium leprae. E extremamente sensivel,
porém vale ressaltar que a deteccdo desses anticorpos ndo € utilizada como Unica
forma de diagnéstico, sendo util apenas para auxiliar na confirmacdo de casos
multibacilares e na classificagcéo correta dos pacientes com poucas lesdes. A maioria
dos pacientes paucibacilares é soronegativa, enquanto os multibacilares
soropositiva. Alguns casos paucibacilares ndo apresentam niveis detectaveis de
bacilo, fato que comprometeria a validacdo do teste soroldégico, mas existe uma
proporgcdo de pacientes classificados como paucibacilares pelo niumero de lesdes
cutdneas que apresentam ML Flow positivo (BARRETO et al.,, 2008; BUHRER-
SEKULA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2008).
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O PGL-1 tem sido utilizado em muitos estudos, 0s quais mostram que
individuos que se encontram no po6lo virchowiano do espectro apresentam
qguantidades elevadas de imunoglobulinas IgM contra PGL-1 (soropositividade de 80
a 100%), enquanto os individuos que se encontram no pélo tuberculdide apresentam
imunoglobulinas especificas em niveis baixos de deteccao (soropositividade de 30 a
60%) (MOURA et al., 2008).

No monitoramento do tratamento, diminuicdo dos anticorpos indica uma
diminuicdo da quantidade de bacilos, a persisténcia pode indicar uma resisténcia ao
mesmo, um aumento pode indicar recidiva. Sendo assim, uma diminuicdo de
imunoglobulinas esta relacionada com a eficacia do tratamento, podendo ser um
bom parametro para avaliar a terapia utilizada (LASTORIA; ABREU, 2012;
TORRELLA et al., 1998).

Testes soroldgicos vém sido utilizados em estudos epidemiolégicos. Embora
tenham algum valor em estudos de acompanhamento populacional, nenhum dos
ensaios apresenta um grau satisfatério de sensibilidade e especificidade para
aplicacdo em diagnostico, tendo como maior desvantagem o fato de que pacientes
nos quais o diagndéstico é mais dificil, pacientes com TT e DT com imunidade celular
de M. leprae de grau moderado a alto e apenas um pequeno numero de organismos,
ndo produzem anticorpos circulantes especificos detectaveis (SCOLLARD et al.,
2006).

Vale ressaltar que testes soroldgicos ndo sao ferramentas de diagnéstico, ndo
podendo ser utilizados como ferramentas de triagem na populagdo em geral, pois a
maioria dos pacientes paucibacilares ndo desenvolve niveis detectaveis de
anticorpos e nem todas as pessoas que s&o expostas e desenvolvem anticorpos
contra M. leprae acabam desenvolvendo doengas clinicas. No entanto, podem ser
usados como uma ferramenta de classificacdo apds o diagnoéstico inicial com base
em sinais e sintomas clinicos, devido a detec¢do de anticorpos refletir a carga
bacilar. Portanto, os resultados sorol6gicos devem ser interpretados sempre em
conjunto com outras informacdes diagnosticas (BUHRER-SEKULA et al.,, 2003;
BUHRER-SEKULA, 2008).

43.11.1 Teste ML Flow

O teste sorologico ML Flow, teste rapido de fluxo lateral, detecta anticorpos

Anti-PGL-1 (IgM) e permite uma leitura rapida (5 minutos quando a amostra for
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sangue total; 10 minutos quando a amostra for soro), podendo ser feito por
profissionais de saude em qualquer nivel. A detec¢éo rapida de anticorpos é feita
tendo como amostra o soro ou sangue total do paciente. E considerado o teste mais
rapido e de féacil aplicacdo se comparado com outros testes sorolégicos disponiveis.
N&o requer equipamento especial, 0s reagentes sdo estaveis, 0 que torna o teste
otimo e adequado para ser realizado em paises tropicais (BARRETO et al., 2008;
BUHRER-SEKULA et al., 2003; LYON; GROSSI, 2013; OLIVEIRA et al., 2008).

Consiste em um teste imunolégico composto por uma fita de nitrocelulose que
apresenta, de um lado, uma superficie contendo anticorpos IgM marcados com ouro
e no outro lado, uma superficie de absor¢do. Como antigeno, em linha de 1 mm na
superficie da fita, é utilizado um trissacarideo semi-sintético similar ao PGL-1, ligado
a albumina humana. Em paralelo a esta linha, um conjugado IgM humano € utilizado
como controle. A amostra (soro ou sangue total) é colocada no receptaculo de
amostras e é carreada com o fluido da amostra. O reagente (particulas moveis de
ouro coloidal vermelho, rotuladas com IgM anti-humano) se liga ao IgM da amostra.
Se o anticorpo for especifico do M. leprae ele se ligara ao antigeno e uma linha
vermelha aparecerd na zona de teste. Caso contrario apenas a linha zona de
controle aparecera positiva, assegurando que o conjugado ainda esta ativo. Sendo
assim, o teste é considerado negativo quando ndo se forma uma linha na regido
teste ou a mesma se apresenta pélida; e considerado positivo e graduado de 1 a 4+
de acordo com a intensidade e coloragéo na linha teste, como pode ser observada
na Figura 8, sendo a leitura do teste subjetiva (BUHRER-SEKULA et al.,, 2003;
CONTIN et al., 2011; LYON; GROSSI, 2013).



45

Figura 8- O teste € pontuado positivo quando uma coloragdo na
linha teste é observada (faixas 1+ a 4+) e negativo
qguando nenhuma coloracgéo (faixa -) ou fraca (faixa +/-)

é observada

s T ¥ . d
e — - e _— —
; <— Control line
<— Test line
- +- 1+ 2+ 3+ 4+
L% ~ - b S —
Negative Positive

Fonte: BUHRER-SEKULA et al., 2003.

4.3.11.2 Técnica de imunoabsorcao ligada a enzima (ELISA)

No Ensaio Imunoabsorvente Ligado a Enzima, o anticorpo (ou antigeno) é
fixado a uma superficie, como um orificio de uma placa de microtitulagdo ou
particula de plastico; a placa deve conter o antigeno, o epitopo imunodominante, o
qual pode ser a porcdo terminal dissacarideo ou trissacarideo da molecula do
glicolipidio fendlico 1 (PGL-1), denominada ND-O-BSA (dissacarideo ligado a um
radical octil e ligado a albumina de soro bovino) ou NT-P-BSA (trissacarideo natural
ligado a um radical fosfato e ligado a albumina de soro bovino). A amostra a ser
testada é colocada e a ligacdo antigeno-anticorpo é detectada por um segundo
anticorpo marcado com enzima (LYON; GROSSI, 2013).

Séo utilizados o soro do paciente (diluido em solugéo tampéo especifica), um
conjugado constituido de anticorpo IgM (IgM anti por¢cdo Fc de IgM da amostra), e

uma enzima, a peroxidase, a qual ao interagir com o substrato (inoculado
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posteriormente na placa) converte uma reacao de coloragdo azul. Sendo assim, a
quantidade das ligagBes antigeno-anticorpo, ou seja, a quantidade de anticorpos
presentes na amostra, € medida avaliando-se o produto final da coloragédo, por um
leitor de ELISA; quanto mais forte a coloracdo maior a quantidade das ligacdes e
anticorpos (LYON; GROSSI, 2013).

O ELISA é preferivel para estudos epidemioldgicos de grande escala e para
acompanhamento de pacientes. Como todas as técnicas, apresenta vantagens e
desvantagens. Como vantagens pode-se citar a ampla disponibilidade dos
equipamentos necessarios (técnica quase universalmente aplicavel), o fato de n&o
ser necesséria a marcacao dos componentes especificos do M. leprae utilizados no
teste (antigeno e anticorpo) e a facil separacdo das fases sdlido e liquido. No
entanto, € uma técnica dificil de padronizar, laboriosa, com limitac6es em relacdo a
concentracdo do antigeno, preparo do antigeno, solugbes tamponadas,
procedimentos de lavagem, diluicdo do soro, entre outras. O teste de ELISA requer
infraestrutura de laboratério e pessoal especializado e experiente (BUHRER-
SEKULA, 2008; LYON; GROSSI, 2013).

Como o teste ML Flow apresenta excelente concordancia com o teste ELISA,
muitas vezes o ELISA é substituido por ele, visto que ndo requer pessoal treinado e
infraestrutura. Ambos sdo mais sensiveis para o diagndéstico de pacientes MB por
avaliarem a imunidade humoral (SILVA et al.,, 2008; SILVESTRE; ARAUJO;
BARRETO, 2012).

4.3.11.3 Teste de aglutinagéo de particulas (MPLA)

7

O teste é considerado pratico e rapido, além de poder ser realizado em
laboratdrios pouco equipados. O principio de tal método € a interagdo antigeno-
anticorpo. O MPLA é baseado na aglutinac@o de glébulos de gelatina revestidos por
uma camada de trissacarideo sintético pelos anticorpos anti-PGL-1 (LYON;
GROSSI, 2013).

43.11.4 Teste dipstick ou de fita simples

O teste ML Dipstick € um teste Util para pesquisas epidemiolégicas, podendo
ser realizado fora do laboratorio, utilizando soro ou sangue total; ndo requer
refrigeracdo e é de facil leitura (LYON; GROSSI, 2013).
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Trata-se de um método imunocromatografico, assim como o ML Flow,
composto por uma linha de antigeno PGL-1 (epitopo imunodominante 3,6-di-O-
dimetil-glicopirasonil do componente trissacarideo do PGL-1) fixa a uma tira de
nitrocelulose fixada em um suporte plastico (banda inferior). Para a obtencdo de um
controle interno, anticorpos anti-lgM humana s&o impregnados em uma linha
separada na fita de nitrocelulose (banda superior). O reagente de detec¢do € um
anticorpo monoclonal anti-lgM humano conjugado ao corante coloidal vermelho
palanil e liofilizado para preservacdo. As diluicbes de soro (1:50) séo feitas
diretamente no reagente de deteccdo reconstituido em tubos para reacdo e os
dipsticks ficam incubados durante 3 horas em temperatura ambiente. A leitura entéo
é feita apOs a lavagem das fitas previamente incubadas, sendo positivo quando a
banda inferior se colore. A banda superior deve sempre se colorir, indicando a
integridade dos componentes e validagao do teste (BUHRER-SEKULA, 2008; LYON;
GROSSI, 2013).

A técnica ndo exige refrigeracdo ou equipamento, o protocolo é considerado
facil e ndo ha necessidade de rotular os componentes especificos do M. leprae
utilizados (antigeno e anticorpo). No entanto, exige diluicdo do soro, processo de

lavagem e incubagéo a temperatura ambiente (BUHRER-SEKULA, 2008).

4.3.12 Diagndstico diferencial de reacéo reversa e recidiva

Os critérios para o diagnoéstico de recidiva ainda ndo sdo bem definidos,
apresentando dificuldade em diferenciar reagao reversa de recidiva, sendo utilizadas
algumas caracteristicas para essa finalidade como: intervalo de tempo,
aparecimento, distdrbios sistémicos, lesdes antigas, lesdes novas, ulceracéo,
regressdo, envolvimento dos nervos, resposta a esteroides (GALLO; OLIVEIRA,
1997).

A reacdo reversa ocorre, geralmente, durante a poliquimioterapia ou dentro de
seis meses de completado o tratamento; o aparecimento € subito e inesperado;
disturbios sistémicos podem vir acompanhados de febre e mal-estar; algumas ou
todas as lesbes antigas se tornam eritematosas, brilhantes e inchadas; em geral
varias lesbes novas; lesGes muitas vezes ficam ulceradas; regressdao com
descamacgdo; muitos nervos podem estar envolvidos; resposta excelente a

esteroides. A recidiva ocorre, geralmente, apés um ano do fim do tratamento;
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aparecimento € lento e insidioso; distirbios sistémicos normalmente n&o
acompanham febre e mal-estar; algumas lesbes antigas podem apresentar bordas
eritematosas; poucas lesbes novas; raramente ocorre ulceracdo; regressdo sem
descamacdo; pode envolver um Unico nervo; resposta a esteroides ndo pronunciada
(GALLO; OLIVEIRA, 1997).

5 CONSIDERACOES FINAIS

Sendo a hanseniase uma doenca de notificacdo compulséria em todo o
territdrio nacional, é véalida uma atencéo especial. Sendo assim, este trabalho sugere
que o estudo dos mecanismos imunolégicos envolvidos na hanseniase é
fundamental para o entendimento das manifestagées e desenvolvimento da doenga,
visto que a resposta imune desenvolvida esta associada a defesa frente ao
Mycobacterium leprae. Em relacdo ao diagnéstico, possibilita o conhecimento de
como é realizado, os métodos utilizados, bem como seus principios, vantagens e
desvantagens, assim como a importancia de ser realizado precocemente, a fim de
reduzir e até mesmo prevenir as deformidades e incapacidades decorrentes da

doenca, além de reduzir o total de novos casos diagnosticados por ano.
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