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A hansenfase é uma doenca infecto-contagiosa cujo agente etiolégico é o Mycobacterium leprae, sendo caracterizada
predominantemente por lesdes dermatolégicas e neurolégicas. As formas de hanseniase tuberculoide e virchowiana
séo denominadas polares e consideradas estdveis. Entre esses polos, existe a forma dimorfa, caracterizada por uma
instabilidade imunolégica em que as manifestagdes clinicas sdo varidveis. Esta forma apresenta uma lesdo com drea
de pele sa circundada por drea infiltrada, nomeada de lesdo foveolar. O obijetivo deste estudo foi analisar o padréo
imunorreativo das células dendriticas na drea de pele aparentemente sa da regiéo central e da borda infiltrada da leséo
foveolar na hanseniase dimorfa. Trata-se de um estudo transversal e analftico. Utilizaram-se os marcadores CD1a e
FXllla para a contagem das células dendriticas nas amostras de pele. Obteve-se predominéncia de células CD1a+ e
FXllla+ na borda da lesdo foveolar em comparacdo com a drea central da lesdo. O predominio de células dendriticas
na borda da lesdo foveolar pode ser justificado pelo padrdo de resposta inflamatéria e imunolégica ao M. leprae. A
distribuicéo do M. leprae pode estar concentrada nesta regiGo, promovendo uma maior exposicdo antigénica. Por meio
da comparacéo entre o centro e a borda da lesdo foveolar obteve-se uma diferenca quantitativa que permite indicar
uma funcéo elementar das células dendriticas na resposta ao M. leprae e, consequentemente, no curso da doenca.
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INTRODUCAO

A hanseniose é uma doenca infectocontagiosa
cujo agente etiolégico é o Mycobacterium leprae’.
Possui diversos aspectos clinicos, sendo caracterizada
predominantemente por lesdes dermatolégicas e

neurolégicas que podem acarretar, apds longa evolucao,
as deformidades e mutilacées que tanto concorrem para
a estigmatizacdo de seus portadores. Tem importante
impacto na economia dos paises subdesenvolvidos??.

O Brasil é considerado o segundo pais com maior
nUmero de casos de hanseniase no mundo e o primeiro na
América Latina, sendo o responsdével pela endemia neste
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continente. No ano de 2009 apresentou uma incidéncia
de 37.610 casos e um coeficiente de deteccéo de casos

novos de hanseniase de 19,64/100.000 habitantes”.

No Brasil a epidemiologia dessa doenca reflete a
heterogeneidade das condicdes socioeconémicas e da
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desigualdade no acesso as acées de satde nos diferentes
Estados do pais. Dados epidemiolégicos do ano de 2009
demonstram que os estados de Mato Grosso, Tocantins,
Rondénia, Maranhé&o e Pard apresentaram os maiores
coeficientes de deteccéo da doenca e o Rio Grande do
Sul e Santa Catarina os menores, repetindo, com alguma
variacdo na posicdo de cada Estado, o padrdo de anos
anteriores®.

A manifestacéo clinica inicial da doenca é a forma
denominada indeterminada e, a partir desta, de acordo
com o estado imunolégico do hospedeiro, a doenca
pode evoluir para a cura esponténea ou para as formas
tuberculoide; dimorfa ou borderline; e virchowiana®.

O grupo dimorfo é altamente complexo e se
manifesta clinicamente por numerosas lesdes infiltradas,
com bordas externas mal definidas e regiGo central
aparentemente poupada, configurando as denominadas
lesdes foveolares®.

O estudo da pele clinicamente s@ nos pacientes de
hanseniase tem despertado interesse nos Ultimos anos.
Inicialmente, esperava-se que nessas dreas ndo fossem
encontradas alteragdes histopatolégicas; no entanto, alguns
trabalhos recentes tém demonstrado comprometimento da
pele sa nas diversas formas da doenca’.

As células dendriticas tém a funcéo de serem as
apresentadoras iniciais dos antigenos as células efetoras, e
o linfécito Th17 surge como agente da resposta efetora®. Na
epiderme da pele e das mucosas recebem a denominacéo
de células de Langerhans, expressando glicoproteinas da
familia CD1 e, na derme, sdo denominadas de dendrécitos
dérmicos, expressando o fator pré-coagulante Xllla?.

Levando em consideracdo que o grupo dimorfo é
instdvel do ponto de vista imunolégico e até mesmo do
clinico, e que a lesdo foveolar apresenta drea de pele
aparentemente sd circundada por drea infiltrada, a
demonstracéo da presenga ou ndo dessas células nessas
dreas, bem como a comparacéo entre elas pode auxiliar
na compreensdo da imunologia desta doenca.

Desta maneira, este estudo tem como objetivo analisar
o padréo imunorreativo das células dendriticas na drea
de pele aparentemente s& da regido central e da borda
infiltrada da lesdo foveolar na hansenfase dimorfa.

MATERIAIS E METODOS
DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal, analitico, que
analisou dados imunohistoquimicos de 11 pacientes com
hansenfase dimorfa e pelo menos uma leséo foveolar.

LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Ambulatério de Dermatologia
da Universidade do Estado do Pard (UEPA) e no Nicleo
de Medicina Tropical (NMT) da Universidade Federal
do Pard (UFPA), onde foram realizadas as baterias
imunohistoquimicas.

POPULACAO DO ESTUDO

A amostra foi composta por 11 pacientes, sendo
nove do sexo masculino e dois do sexo feminino, todos

diagnosticados com hanseniase dimorfa. A média de
idade foi de 28,73 anos.

COLETA DE AMOSTRAS

O diagnéstico da forma clinica dimorfa obedeceu
aos critérios estabelecidos por Ridley e Joplin'®. Para a
coleta destes dados foi aplicado protocolo de pesquisa
elaborado pelos pesquisadores, utilizado na rofina de
pesquisa do laboratério de Imunopatologia do NMT!'!,

No momento do atendimento foi solicitada biépsia
cuténea. Para esta, adotou-se o critério de escolher uma
lesGo foveolar fipica, caracterizada por possuir uma
drea central de pele hipocrédmica ou aparentemente
s, delimitada de maneira nitida por uma infiltracdo
eritémato-pigmentar, cujos limites com a pele normal séo
imprecisos'?.

Apds antissepsia com PVPI tépico e anestesia local com
lidocaina a 2%, sem vasoconstritor, aplicada por seringa
descartdvel de 5 mL e com agulhas 26G 4" 0,45x13 mm,
foram coletados dois fragmentos de pele por meio de
bidépsia com punch descartdvel de 4 mm de diametro,
sendo o primeiro da drea central aparentemente sa da
leséo e o segundo, da borda infiltrada.

PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

O material coletado foi fixado em formol tamponado a
10% e encaminhado para o Laboratério de Histopatologia
do Ambulatério de Dermatologia da UEPA. Os espécimes
foram incluidos em blocos de parafina e, posteriormente,
cortados em micrétomo rotativo, em cortes histoldgicos de
cinco micrébmetros de espessura. Os cortes foram colocados
em banho-maria histolégico e depositados em laminas
para, em seguida, serem submetidos as coloracdes.

Os cortes foram submetidos a&s coloracdes de
Hematoxilina-Eosina (HE) e Ziehl-Nielsen (ZN). A andlise
do padréo histopatolégico foi realizada com base no
standard das caracteristicas microscépicas da hanseniase,
de acordo com Ridley e Jopling'®.

A coloracéo Ziehl-Nielsen avaliou a presenca de bacilos
dlcool-Gcido resistentes (BAAR) integros ou ndo, além da
presenca de globias.

Para pesquisar a densidade das células dentriticas nas
lesdes foveolares foram utilizados os imunomarcadores
CDla+ e FXllla nos espécimes teciduais. Esta
imunomarcacdo seguiu as seguintes etapas:

a. As seccoes obtidas por microtomia foram colocadas
em banho-maria histolégico e os cortes maintados em
ldminas tratadas com silano;

b. Desparafinizacdo com xilol frio e hidratacdo com
concentracoes decrescentes de alcodis, sendo posteriormente
lavados em PBS;

c. Bloqueio para ligacées inespecificas por meio de
peroxidase endégena com H20O?2 por cinco minutos;

d. Incubacdo de anticorpos primdrios (CDla e
FXllla) em cortes independentes, diluidos em solucdo de
soroalbumina-bovina em over-night;

e. Apés lavagens, os cortes foram incubados em
anticorpo secunddrio biotinilado especifico para a espécie
animal da qual foi produzido o primério;
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f. Na sequéncia, foram lavados e incubados em
estreptavidina-peroxidase-streptavidin-biotin-complex;

g. Revelacé@o com substrato cromogénico;
h. Contra coloracéo com hematoxilina de Harris;

i. Montagem em Entellan ou bélsamo.

ANALISE DE DADOS

Para a contagem das células marcadas, as ldminas
foram observadas em microscopio ético NIKON E200,
utilizando-se oculares CPLW 10 x 18 e a leitura foi
realizada em objetiva de 10X, com confirmacdo em
40X. Foi processada andlise quantitativa de acordo com
a infensidade de imunomarcagéo no tecido para cada
campo microscépico. Foram consideradas células que
apresentaram imunomarcagdo positiva as que obtiveram
coloracdo acastanhada inequivoca, em um fundo
azulado devido & coloracdo pela Hematoxilina. A andlise
quantitativa dos eventos foi realizada utilizando-se garticulo
graduado com 10 x 10 subdivisdes (compreendendo uma
drea total de 0.0625 mm? da 1dmina) com contagem
de cinco campos de grande aumento escolhidos
aleatoriamente ao longo de cada érea da lesao.

Este procedimento foi realizado no Laboratério de

Imunopatologia do NMT/UFPA.

Todos os resultados foram registrados e armazenados
em Protocolo de Pesquisa e, posteriormente, registrados
em banco de dados do Microsoft Excel 2007 para andlise
estatistica com o programa BioStat 5.0 e apresentacdo de
gréficos e tabelas com o programa GraphPad Prism 5.0.

De acordo com a natureza das varidveis, foi aplicada
andlise estatistica descritiva, com a obtencdo de medidas
de tendéncia central e disperséo e a estatistica inferencial
empregando-se o teste U de Mann-Whitney para comparar
os niveis de células CD1a+ e FXllla+ entre as amostras,
rejeitando-se ou aceitando-se a hipétese de nulidade
conforme os valores de "p" obtidos, considerando-se

um nivel alfa de 5%. Tais andlises foram realizadas no
software GraphPad Prism 5.0.

ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi iniciado apds aprovacéo do
projeto de pesquisa pelo Nucleo de Pesquisa e Extenséo
em Medicina (NUPEM) da UEPA e pelo Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude da UEPA, em protocolo de
nimero 123 do ano de 2010, com data de aprovacéo no
dia 23 de fevereiro de 2011.

RESULTADOS

Em todos os pacientes incluidos neste trabalho foi
observada a presenca de pelo menos uma lesdo foveolar.
Foi utilizada medida de tendéncia central, média, obtida
pelo nimero de imunomarcacdes das células CDla+
e de células FXlla+ do centro e da borda da lesdo. A
andlise  por imunohistoquimica foi caracterizada pela
deposicdo do material castanho no citoplasma da célula,
sendo observado uma imunomarcacdo mais infensa na
borda quando comparada ao centro das lesdes desses
pacientes (Figura 1).
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A: Células dendriticas CD1a+ no centro; B: Células dendriticas CD1a+ na borda da lesdo foveolar;
C: Células dendriticas FXllla+ no centro; D: Células dendriticas FXllla+ na borda da leséo foveolar.

Aumento de 40x.

Figura 1 — Fotomicrografia do padréo imunoistoquimico do CD1a e FXllla
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Quanto & populacdo estudada, obteve-se o sexo
masculino predominante (81,8%), a média de idade
28,73 anos e a maior parte dos pacientes procedente
de Belém e Regido Metropolitana (81,8%). A maioria dos
pacientes possuia mais de dez lesdes (72,7%) e teve como
o local de biépsia preferido o tronco (45,5%).

No presente estudo, em relacdo & contagem das
células dendriticas na lesdo foveolar, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na comparacdo dos niveis de
células CD1a+ entre a pele aparentemente sa do centro
(valor mediano: 12) e a da borda da leséo foveolar (valor

mediano: 16). Em contraposicdo, constatou-se diferenca
estatisticamente significativa quando se comparou os niveis
de células FXllla+ entre a drea de pele aparentemente sé
do centro (valor mediano: 11) e a da borda da lesdo
foveolar (valor mediano: 21), obtendo-se predominéancia
de células FXllla+ nesta érea.

Na tabela T demonstra-se que a expresséo de CD1a+
¢ maior na borda da lesdo (p = 0,3579), assim como
na expressdo do FXllla+, que se apresentou de forma
estatisticamente significante (p = 0,0126) (Figura 2).

Tabela 1 — Quantificacéo das células CD1a+ e FXIlla+ em leses foveolares da hanseniase dimorfa.
Valor da média da contagem absoluta das células no centro e na borda da lesdo

Centro da leséo Borda da lesdo p-valor
CDla 12,00 16,00 0,3579
FXllla 11,00 21,00 0,0126
Mann Whitney Test.
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Fonte: Protocolo da pesquisa.

A: Quantificacdo das células CD1a+; B: Quantificacdo das células FXllla+;
Valor mediano da contagem absoluta das células CD1a+ e FXllla+ do centro e

borda da leséo; p < 0,05.

Figura 2 — Contagem de células CD1a+ e FXllla+ em lesdes faveolares da

hanseniase dimorfa



DISCUSSAO

Existem poucos estudos que avaliam a interagéo entre
hospedeiro e parasita na hanseniase, bem como pesquisas
que avaliem a composicdo celular da lesdo pelo M.
leprae. A importancia deste estudo estd na investigacdo
imunohistoquimica de estruturas hansénicas de pacientes
com hanseniose. O padrdo imunohistoquimico com
os marcadores CDla e FXllla encontrado na lesdo
foveolar do tipo dimorfa ainda ndo foi descrito, e
ele pode ajudar a explicar a patologia dessa forma
considerada instavel.

Esses achados podem ser justificados pelo fato de
que as células dendriticas da epiderme séo recrutadas
para a derme quando hd um evento inflamatério local.
Semelhante co presente estudo, tal fato é descrito
por Meymandi et al'® em estudo com pacientes com
leishmaniose cuténea. Estes autores justificam que a
resposta inflamatéria local induz as células de Langerhans
a atravessarem a jungdo dermoepidérmica para combater
parasitas na derme, relatando também fortes evidéncias
que as células dendriticas de origem epidérmica s@o
essenciais para uma resposta imune eficaz contra o
agente infeccioso.

O padréo de resposta inflamatéria na hanseniase pode
ser comparado ao da leishmaniose, visto que o padréo
de resposta imunolégica contra os agentes infecciosos
destas doencas é similar, pois estes agentes sdo parasistas
intracelulares e com preferéncia para macréfagos. Tal
fato é também descrito por Azadeh e Dabiri'* em estudo
com pele de pacientes com hanseniase.

Pode-se inferir que a borda da lesdo foveolar
apresentou predominéncia de células dendriticas em
relacGo & pele aparentemente sé@ do centro da lesdo.
Este aumento quantitativo de células dendriticas na borda
da leséo pode ser explicado pelo padrdo de resposta
imunolégica ao M. leprae, em que ocorre uma resposta
inflamatéria maior nesta érea, visto que a distribuicéo
do M. leprae pode estar concentrada nesta regido,
ocasionando uma maior exposicdo antigénica. Tal fato
estd de acordo com o encontrado por Miranda et al'® que
apontam a maior concentracao de células de Langerhans
em lesdes hansénicas da forma tuberculoide como
resultado & exposicdo antigénica.

A maior proliferacéo celular na borda da lesao foveolar
apresenta efeito protetor, porém destrutivo. A presenca da
lesGo infiltrada pode ser resultado dessa acédo deletéria
ao tecido. Sieling et al’ relacionam esse fato ao perfil
citocinico do meio, onde, nas formas paucibacilares, a
resposta Th1 é predominante e hd uma facilidade para
o desenvolvimento e ativacdo das células dendriticas.
Isto significa que a proliferacéo frente & exposicdo
antigéncia é importante em fases iniciais, ocasionando
uma secrecdo de citocinas favordveis a uma resposta
Th1 (IFN-y, IL-2, TNF-a).

Quaresma et al’” descreveram uma comparacéo
quantitativa de células dendriticas entre as formas
polares da hanseniase e observaram uma forte expressédo
de células CDla+ e FXllla+ nas amostras de forma
tuberculoide, enquanto que estas células foram menos
detectadas nos casos de hanseniase virchowiana. No
presente estudo obteve-se um padrdo quantitativo de
células CD1a+ e FXllla+ préximo do pélo tuberculoide.
Levando em consideracéo que no grupo dimorfo hé uma
ampla variagéo do padréo imunolégico, pode-se analisar
o padréo de distribuicdo das células dendriticas nesta
forma de hanseniase, observando-se uma correlacéo
positiva, o que corrobora a hipbtese proposta por
Barreto (2005)'” de que, com a evolucdo da doenca,
a forma dimorfa poderia caminhar para uma das
formas polares.

Além dos dados acima avaliados, pode-se aventar
a hipétese de que as lesdes foveolares apresentam
uma evolucdo centripeta, visto que foi encontrada uma
quantidade significativa de células dendriticas no centro
aparentemente séo da lesdo. No estudo de Rastogi et
al'8 séo descritas alteracdes histopatolégicas em dreas de
pele normal préximas as lesdes hansénicas, o que pode
justificar a presenca do M. leprae nesta drea.

Como primeiras linhas de defesa, as células dendriticas
tém importdncia na patogenia das doengas infecciosas,
como determinantes de um ambiente citocinico favoravel
a resposta imune Th1, por meio de suas interrelacoes
célula x bacilo e célula x célula. Quando se trata da
fisiopatogenia da moléstia hansénica, estas células
adquirem importancia fundamental, atuando como
células-chave para o sucesso imunolégico da resposta do
hospedeiro.

Tornam-se necessdrias pesquisas com uma amostragem
maior de pacientes dimorfos, bem como a andlise da
influéncia do tratamento na imunopatologia da leséo
foveolar, uma vez que a resposta é individualizada,
de acordo com a reatividode do sistema imune do
hospedeiro. Outro aspecto a ser avaliado é a influéncia
de outras citocinas na imunopatologia da lesdo. Um
exemplo é o grupo de citocinas produzidas pelo linfécito
Th17 (IL-17,IL-17F, IL-6, IL-21, IL.-22 e TNF-a), o qual tem
caracteristicas pré-inflamatérias podendo ser responsdvel
pelo aspecto foveolar da les@o'”. Tal conhecimento poderd
levar ao incremento de novas abordagens terapéuticas
evitando maiores danos para os pacientes e diminuindo a
estigmatizacdo da doenca.

CONCLUSAO

A borda da lesdo foveolar apresentou predominéncia
de células dendriticas em relacéo ao centro. As diferencas
quantitativas observadas no presente estudo indicam
uma participacéo efetiva das células dendriticas na
resposta ao M. leprae e, consequentemente, no curso
da doenca.
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Immunoreactivity of dendritic cells in foveolar lesions in borderline leprosy

ABSTRACT

Leprosy is an infectious and contagious disease, whose etiologic agent is the Mycobacterium leprae, mainly characterized
by neural and dermatologic injures. The tuberculoid and lepromatous leprosy types are called polar and considered
stable forms. Between them there is the borderline group that shows immunologic instability with variable clinical forms,
and it presents a lesion with infiltred border and center of healthy skin, called foveolar lesion. This study aimed to analyze
the immunoreactivity of dendritic cells in the apparently healthy skin inside the central region and the infiltred edge of
the foveolar lesion in borderline leprosy. It is an analytical and transversal study. CD1a and FXllla markers were used
to count the dendritic cells in skin samples. A predominance of CD1a and FXllla cells in the foveolar border lesion was
observed as compared to the center area of the lesion. The prevalence of dendritic cells at the edge of the foveolar lesion
can be justified by the pattern of inflammatory and immune response to M. leprae. The distribution of M. leprae may be
concentrated in this region, promoting a greater antigenic exposure. The comparison between the center and the edge
of the foveolar lesion has obtained a quantitative difference indicating a basic function of dendritic cells in response to
M. leprae and, consequently, in the course of the disease.

Keywords: Leprosy, Borderline; Immunohistochemistry; Dendritic Cells.

Inmunorreactividad de las células dendriticas en las lesiones foveolares de la

hanseniasis dimorfa

RESUMEN

La hanseniasis es una enfermedad infecto-contagiosa cuyo agente etiolégico es el Mycobacterium leprae,
caracterizéndose, predominantemente, por lesiones dermatolégicas y neurolégicas. Las formas de hanseniasis
tuberculoide y virchowiana se denominan polares y son consideradas estables. Entre esos polos, existe la forma
dimorfa, caracterizada por una inestabilidad inmunolégica en la cual las manifestaciones clinicas son variables. Esta
forma presenta una lesién con drea de piel sana circundada por drea infilirada, llamada de lesién foveolar. El objetivo de
este estudio fue el de analizar el estdndar inmunorreactivo de las células dendriticas en el drea de piel aparentemente
sana de la regién central y del borde infiltrado de la lesion foveolar en la hanseniasis dimorfa. Se trata de un estudio
transversal y analitico. Fueron utilizados los marcadores CD1a y FXllla para el conteo de las células dendriticas en
las muestras de piel. Se obtuvo predominancia de células CD1a+ y FXllla+ en los bordes de la lesién foveolar en
comparacién con el drea central de la lesion. El predominio de células dendriticas en el borde de la lesion foveolar
puede ser justificado por el patrén de respuesta inflamatoria e inmunolégica a M. Leprae. La distribucién de M. leprae
puede estar concentrada en esta regién, promoviendo una mayor exposiciéon antigénica. A través de comparacién entre
el centro y el borde de la lesién foveolar se obtuvo una diferencia cuantitativa que permite indicar una funcién elemental
de las células dendriticas en la respuesta a M. leprae y, consecuentemente, en el transcurso de la enfermedad.

Palabras clave: Lepra Dimorfa; Inmunohistoquimica; Células dendriticas.
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