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RESUMO

A hanseniase, doenca infecto-contagiosa crénica causada pelo Mycobacterium leprae,
€ responsavel por leséo irreversivel do nervo periférico onde a fibrose ocupa papel
crucial. Os mastoécitos, embora classicamente relacionados as reacdes de
hipersensibilidade, tém papel relevante em outras condigbes patologicas. Triptase, a
protease predominante no seu citoplasma, € apontada como tendo participacdo na
producdo de coldgeno tipo I. O presente estudo tem como objetivo: a) descrever os
aspectos morfoldgicos do nervo sural em série de casos de hanseniase, procurando
determinar as alteragcbes morfoldgicas prevalentes nos nervos de pacientes tratados e
portadores de dor crénica; b) quantificar os mastocitos e a fibrose separadamente no
epineuro e no peri-endoneuro, determinando sua localizacdo preferencial de modo a
investigar possivel relacdo entre eles; ¢) comparar a densidade de mastocitos e de
fibrose entre as formas clinicas TT-BT e LL-BL e entre os casos tratados e virgens de
tratamento. Foram analisadas 24 biopsias de nervo sural de pacientes com hanseniase
sendo nove casos virgens de tratamento e quinze casos tratados e portadores de dor
cronica. Os mastocitos foram identificados e quantificados a partir de marcacdo imuno-
histoquimica com anticorpo antitriptase e o volume de fibrose por mm? foi obtido com o
auxilio do programa Image Pr6 Plus. As alteragcdes morfologicas prevalentes nos casos
tratados e portadores de dor cronica foram densa fibrose nos trés compartimentos do
nervo, neoformacgao vascular epineural e quantidade variavel de carga bacilar residual
endoneural. Comparando a densidade de mastécitos e de fibrose entre as formas
clinicas TT-BT e LL-BL, ndo houve diferenca significativa. Entretanto, o volume de
fibrose foi maior nos casos tratados. Houve associagao significativa entre o volume de
fibrose e a densidade de mastécitos no epineuro (p<0,05) o que ndo ocorreu no peri-
endoneuro. Considerando-se que na hanseniase o epineuro é rico em colageno tipo |
enquanto no endoneuro predomina o colageno do tipo Ill, é provavel uma participacao
dos mastdcitos ricos em triptase na fibrose epineural através da producao de colageno
tipo 1.

Palavras-chave: Hanseniase, Sistema Nervoso Periférico, Mastocitos, Fibrose,
Contagem de células.

Rio de Janeiro
setembro/2005



ABSTRACT

Leprosy, a disease caused by Mycobacterium leprae, is an important health problem
worldwide. It is responsible for an irreversible nerve damage in which fibrosis plays an
important role. Mast cells, historically known for their involvement in hyper sensibility
reactions, have been shown to be relevant in many other pathological conditions. Mast
cells mediator tryptase has been proposed to stimulate type | collagen production. The
present study intends: a) to describe morphological aspects of the sural nerves in
leprosy, exploring the prevalent pathological features in treated case whose patients
complained from chronic pain: b) to quantify tryptase-rich mast cells as well as fibrosis in
both the epineurial and the peri-endoneurial spaces disclosing their preferential
localization in order to explore a possible relationship between them: c) to compare mast
cells as well as fibrosis density between TT-BT and LL-BL clinical forms and between
treated and untreated cases. Twenty four sural nerve biopsies from patients with leprous
neuropathy were included in this study, nine of them untreated and fifteen treated cases.
Mast cells stained with mouse antihuman mast cell antitryptase were identified and
quantitatively estimated in the epi and in the peri-endoneurial compartments. Fibrosis
volume was quantified with the aid of Image Pro plus Software. In the fifteen treated
patients biopsied for chronic pain, the most prevalent histopathological findings were
global fibrosis, epineurial vascular growth and a variable residual fragmented
endoneurial bacillary load. No significant difference was observed when comparing mast
cells as well as fibrosis density between TT-BT and LL-BL clinical forms. However,
fibrosis density was higher in the treated group. There was a remarkable association
between the fibrosis increase and the mast cells density in the epineurial space but not
in the peri-endoneurial space of the nerves with leprous neuropathy (p<0,05). Since the
epineurium in leprosy is type | collagen rich, while in the endoneurium type Il collagen
predominates, the present findings led us to suggest a role for tryptase-rich mast cells in
promoting epineurial type | collagen production in leprous neuropathy.

Key-words: Leprosy, Peripheral Nervous System, Mast cells, Fibrosis, Cell count.

Rio de Janeiro
Setembro / 2005
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Introducdo 1

1 INTRODUCAO

A hanseniase, doenca infecto-contagiosa de evolucéo lenta, € causada pelo
Mycobacterium leprae (M. leprae). Manifesta-se principalmente por sinais e sintomas
dermato-neuroldgicos, sendo uma das principais causas de incapacidade fisica nos
paises endémicos. A despeito de sua baixa patogenicidade, o também chamado
bacilo de Hansen é de alta infectividade circulando em locais que comportam
grandes aglomerados populacionais, mantendo por milénios a cadeia epidemiologica

da doenca nas regides mais pobres do mundo (LOCKWOOD, 2004a).

Apesar dos esforcos da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) com a
estratégia de eliminacdo e a implementacao do tratamento poliquimioterapico (PQT)
na década de 80, a doenca ainda € considerada um grande problema de saude
publica em paises africanos, asiaticos e nas Américas onde o Brasil € responsavel
por 80% dos casos. O compromisso de elimina-la no mundo até o ano 2000 (alcance
da prevaléncia de menos de 1 caso por 10 000 habitantes) foi atingido em 112
paises dos 122 considerados endémicos. Atualmente somente 10 paises, dentre

eles o Brasil, ndo conseguiram alcanga-lo (WHO, 2004).

A hanseniase, a despeito do amplo espectro de lesdes cutaneas, acomete
essencialmente o nervo periférico desde seu inicio (DASTUR, 1955; DASTUR et al.,
1966, 1970). Nas formas indeterminadas, alteragbes quantitativas nos nervos da
derme em cortes semifinos, ja sdo observadas (RAPOSO, 2005). O
comprometimento do tecido nervoso periférico € sua caracteristica principal sendo

responsavel pelas areas de hipoestesia e anestesia cutdneas. A lesdo do nervo
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periférico ocorre em todas as formas clinicas da doenca independente do estado
imunologico do paciente sendo uma das causas mais comuns de neuropatia

periférica ndo traumatica no mundo (MARTYN & HUGHES, 1997).

A agressao ao tecido nervoso é responsavel por dano neural irreversivel onde
a fibrose ocupa papel crucial. Nenhuma outra neuropatia é capaz de causar
tamanho grau de fibrose. A progressiva perda de funcdo do nervo causa
incapacidades e deformidades fisicas que tém grande impacto na qualidade de vida
dos pacientes estigmatizando-os e provocando sua rejeicao pela sociedade. Estima-
se que cerca de 50% dos pacientes com hanseniase no mundo desenvolvem
deformidades e/ou incapacidades (PONNIGHAUS et al.,, 1990; VAN BRAKEL &

ANDERSON, 1997).

Alguns estudos tém demonstrado que o mastocito, classicamente conhecido
como um dos mediadores da hipersensibilidade imediata e reacfGes alérgicas, tem
também papel relevante em outras condi¢des patologicas (MOTA, 1995; METCALFE
et al., 1997; YONG, 1997). A literatura tem demonstrado sua participacdo na sintese
do colageno, remodelamento tecidual e fiborose (GARBUZENKO et al., 2002; ABE et

al., 2000; CAIRNS & WALLS, 1997).

A presenca de mastocitos (MCs) no nervo periférico humano normal ha
tempos foi observada (OLSSON, 1971) e, a despeito de sua identificacdo em
diversas neuropatias, seu papel nas doencas do nervo periférico ainda ndo esta
claramente estabelecido, com resultados inconsistentes e conclusdes por vezes
especulativas (OLSSON, 1967; KNORR-HELD & MEIER, 1990; MIDRONI &
BILBAO, 1995). Nao encontramos na literatura observacbes sobre a presenca,

distribuicdo, degranulacédo ou papel dos mastdcitos na neuropatia hansénica. Dentro
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deste contexto sua relacdo funcional com o nervo periférico na hanseniase é

assunto a ser investigado.

Examinando histopatologicamente nervos periféricos com hanseniase,
observamos a presenca constante de um numero consideravel de mastocitos. Tendo
em vista que uma das fungbes classicas dos mastocitos nos diversos 0Orgaos
relaciona-se ao remodelamento tecidual pos-inflamatério e, sabendo que a
hanseniase induz a proliferacdo colagena nos nervos periféricos, indagamos sua
possivel participacdo no processo de fibrose que ocorre na neuropatia hansénica e

que, em ultima analise, conduz a perda de funcéo do nervo.

Considerando ainda que, dos casos da série estudada, alguns pacientes
sofriam de dor crénica e persistente depois de terminado o tratamento, tornou-se
interessante buscar nos achados histopatolégicos subsidios que pudessem

contribuir para a melhor compreensao deste evento.

Justifica-se este estudo pelo fato de ser a disfuncdo do nervo o problema
maior a ser enfrentado hoje na hanseniase. Mesmo sob controle a hanseniase
continuard sendo uma das principais causas de neuropatia crénica no mundo. A
cura clinica néo libera o paciente que permanece sob risco de desenvolver reacdes
e incapacidades. Os achados clinicos e morfolégicos do nervo periférico ainda sao
elementos fundamentais que possibilitam a identificacdo precoce das lesGes
incapacitantes, objetivando a prevencado de seqielas que acompanharéo o individuo

por toda sua vida.
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O papel dos MCs em nervos periféricos, embora tenha sido alvo de estudos
clinicos e experimentais, ndo esta ainda esclarecida. Nao ha na literatura nenhum
estudo investigativo sobre sua densidade, distribuicdo e funcdo na neuropatia

hansénica.

A compreensdo dos mecanismos envolvidos na crescente colagenizacdo do
nervo na hanseniase podera contribuir para a prevencdo da perda de funcéo e

consequente incapacidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a participacdo de mastécitos na fibrose do nervo sural na hanseniase.

2.1.1 Objetivos especificos

QUALITATIVOS
e Descrever os aspectos morfolégicos do nervo sural em série de casos de
hanseniase procurando determinar as alteracdes patoldgicas prevalentes nos

nervos de pacientes tratados e portadores de dor cronica.

QUANTITATIVOS
e Quantificar, nos casos selecionados de neuropatia hansénica, a fibrose e os
mastocitos  marcados por imuno-histoquimica no epineuro e no peri-
endoneuro, determinando sua localizagao preferencial.
e Comparar a densidade de mastqcitos e de fibrose nos casos estudados:
A) em ambos os compartimentos do nervo.
B) entre as formas clinicas TT-BT e LL-BL.

C) entre os casos tratados e virgens de tratamento.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 HISTORICO

A hanseniase € uma das doengas mais antigas de que padece a humanidade.
De natureza infecto-contagiosa cronica, € causada pelo M. leprae ou bacilo de
Hansen, em homenagem ao seu descobridor Gerhardt Hansen que, em 1873, o

descreveu (ANTIA & PANDYA, 1976).

A doenca surgiu provavelmente na india sendo citada no Livro dos Vedas, em
torno de 1300 AC, com o nome de “kushtha”. Ha ainda sinais de sua presenca
quase tao antigos na China, Japao e na Palestina (SKINSNES, 1973). Embora seja
consenso de que a “lepra” biblica ndo era de fato hanseniase, este erro levou a
estigmatizagao, repulsa e segregacdo de varias pessoas nos ultimos 2000 anos

(SKINSNES, 1970; KAPLAN, 1993).

Acredita-se que a hanseniase tenha atingido os paises do Mediterraneo
através do exército de Alexandre o Grande ao retornar da india trés séculos antes
de Cristo. Dai difundiu-se lentamente pela Grécia e Império Romano (KALISCH,
1975). No século VIl chegou aos paises escandinavos levada pelos Vikings (Apud

GRIMAUD & VALLAT, 2003).
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A doenga evoluiu com estigma de sindrome social. Na Europa medieval ha
registros de decretos proibindo casamentos e forgando os doentes a portarem sinal
de infamia. Felipe IV, rei da Franga, determinou que todos os “leprosos” fossem
agrupados e queimados até que a doenga fosse erradicada (SKINSNES, 1973). Na
verdade, a remociao dos doentes da sociedade visava prevencdo muito mais moral

que fisica.

No inicio do século Xlll ja disseminava por toda a Europa, época em que
proliferaram os chamados “leprosarios” com o intuito de isolar as pessoas em

funcao de sua disseminagao (SKINSNES, 1973).

A hanseniase nao existia na América pré-Colombiana até ser introduzida por
conquistadores e imigrantes europeus no século XVI (SOUZA-ARAUJO, 1946).
Posteriormente, o trafico de escravos africanos também contribuiu para sua
disseminagdo nas Ameéricas, em especial para o Brasil (SMITH, 2003) que desde
entdo vem se mantendo como um dos paises endémicos em relagcdo a doenca

(WHO, 2004).

Foi somente no século XIX que Gerhard Armauer Hansen descobriu o M.
leprae associando, pela primeira vez, uma doenga humana a uma bactéria
(SKINSNES, 1973). Entretanto, bem antes deste evento, a participagdo do nervo
periférico na hanseniase ja fora reconhecida pelas pesquisas do noruegués

Danielssen, sogro e mentor de Hansen (HABIB, 2002).

Virchow, em 1882, apontou o nervo periférico como sendo o sitio primario de
infeccdo na doencga, enquanto Fite, em 1943, categoricamente afirmou que para o

patologista “toda lepra € lepra neural” (ANTIA & SHETTY, 1997). O M. leprae
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difunde-se entre os seres humanos sem nenhum hospedeiro intermediario, sendo

sua principal porta de entrada, o trato respiratério superior (REES & MEADE, 1974).

Em 1966, o conceito de formas polares de Rabello (FERNANDEZ, 1953;
JULIAO & ROTBERG, 1963) foi ampliado por Ridley e Jopling com a classificacéo
espectral e imunopatoldgica da hanseniase, que tem sido amplamente utilizada
desde entdo (RIDLEY & JOPLING, 1966). Em um dos pdélos deste espectro esta a
forma de resisténcia ao bacilo, hanseniase tuberculdide polar (TT), na qual ocorre
acentuada resposta imune celular tardia desencadeada pelo M. leprae. O outro
extremo do espectro é representado pela hanseniase virchowiana ou lepromatosa
polar (LL), forma de baixa resisténcia em que a resposta imune celular falha na
funcdo de eliminar o bacilo do organismo. A classificagcdo de Ridley e Jopling
desmembra o grupo intermediario do espectro chamado borderline, de acordo com
sua proximidade evolutiva a um desses polos com objetivo de posicionar o paciente
dentro de um espectro imunolégico. O grupo borderline € um grupo complexo e
imunologicamente instavel, onde se situa a maior parte dos doentes. Sao as formas
borderline tuberculdide (BT), borderline-borderline (BB), e borderline lepromatosa
(BL). Essa classificagdo vigente para investigagao cientifica promoveu um

ordenamento clinico bacterioldgico e histolégico da doenca.

Em 2000 um grupo de pesquisadores obteve a descodificagao genética do M.
leprae (COLE et al., 2001; YOUNG, 2001). O bacilo parece ter se livrado de genes
nao essenciais o que talvez explique seu pequeno potencial de crescimento
impossibilitando seu cultivo in vitro, caracteristica que dificulta consideravelmente as

pesquisas sobre a doenca.
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Nos ultimos 20 anos tem havido um grande esforco para a eliminacdo da
hanseniase no mundo e suas consequéncias. Este progresso deve-se a
implementagdo da poliquimioterapia (PQT) proposta pela OMS em 1982 (WHO
Tech. Rep. Ser. n° 675) que, amplamente utilizada, tem levado a cura de pacientes,
reducdo dos reservatorios de infeccdo e interrupcdo de sua transmissdo. Ela
encurtou a duracédo do tratamento aumentando com isto a adesao dos pacientes ao
mesmo. Reduziu ao minimo a resisténcia as drogas e os indices de recidiva. O bom
resultado do programa levou a OMS a propor sua eliminagao até o ano 2000, depois
estendida a 2005, o que significa alcangar uma prevaléncia de menos de 1 caso por

10 000 habitantes (WHO-Strategic plan, 2000a).

A primeira politica brasileira de controle da doenga surgiu em 1920. No
periodo compreendido entre 1930-1940, formulou-se e consolidou-se a politica do
isolamento compulsoério em colbénias mediante a criacdo do Servico Nacional de

Lepra (SOUZA-ARAUJO, 1956).

Em 1944 o Estado do Rio de Janeiro iniciou suas atividades de controle da
hanseniase e em 1986 adotou o tratamento poliquimioterapico preconizado pela
OMS. Atualmente a doenca esta presente em todos os municipios do Estado com
cerca de 20% da populacéo vivendo em municipios de alta endemicidade com cerca
de 1500 casos novos por ano e taxa de deteccao de 1,86 casos/10000 habitantes

em 2004 (BRASIL, MINISTERIO D SAUDE, 2004).

O Programa Nacional de Controle e Eliminagado da hanseniase esta inserido
na Atencdo Basica do Ministério da Saude (Secretaria de Vigilancia em Saude-
SVS/MS) e a recomendagao vigente é a descentralizagdo das ag¢des de diagndstico

e tratamento para todas as equipes do Programa de Saude da Familia (BRASIL,
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MINISTERIO DA SAUDE, 1999). Todavia, a despeito de todos os esforcos e da
drastica e gradual redugdo do numero de casos, a hanseniase persiste como uma
das mais importantes endemias e problemas de Saude Publica no Brasil (WHO,

2004).

Segundo estimativa da OMS, cerca de 10 paises dentre eles o Brasil, ndo
conseguiram atingir a meta de eliminagdo em 2005. No momento a doencga
concentra-se em seis principais paises endémicos: india, Brasil, Madagascar,
Mocambique, Myamar e Nepal o que corresponde a 90% da prevaléncia na doenga
em todo o mundo (WHO, 2004). Estima-se que durante o periodo compreendido
entre 2000-2005, cerca de 2.5 milhdes de pessoas acometidas pela doenca

necessitardo de diagnéstico e tratamento (WHO-THE FINAL PUSH, 2000a).

A hanseniase € hoje a principal causa de incapacidade permanente no mundo
(NILSEN et al., 1989; HAIMANOT & MELAKU, 2000) e, mesmo nao sendo fatais, os
sintomas cronicos afligem os individuos na fase mais produtiva de suas vidas,
acarretando um enorme 6nus para a sociedade (BAINSON & VAN DEN BORNE,

1998; CAPRARA, 1998).

3.2 A HANSENIASE E SUA RELACAO COM O NERVO PERIFERICO

A importancia das lesdes do nervo periférico na hanseniase & reconhecida
desde os primeiros relatos da doenca. Danielsen e Boeck em 1848 descreveram
processo inflamatério em diferentes partes do nervo antes mesmo da descoberta de
seu agente etiolégico (Apud MANGHANI & DASTUR, 1992). Segundo ambos, os

achados clinicos estariam intimamente relacionados ao reconhecimento de um dano
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neural subjacente. Em 1882, Virchow sugeriu que o nervo periférico poderia ser o

principal local de infecgdo na doenga. (KALISCH, 1975).

Em 1936, Ernakova e colaboradores publicaram estudo descrevendo lesdes
de hanseniase no trajeto dos nervos periféricos, mais acentuadas nos ramos
superficiais. Observaram ainda que a doenca ndo ultrapassava os ganglios das

raizes posteriores (HABIB, 2002).

Foi Fite que, em 1951, reacendeu o interesse pelo nervo periférico como
orgao alvo na hanseniase (FITE, 1951), cabendo a Dastur em 1955, provar esta
afirmacao através de estudo histolégico detalhado de ramos nervosos intradérmicos
nas lesdes cutaneas precoces (DASTUR, 1955). A partir de entdo se seguiram
diversos outros estudos histopatolégicos de lesbes do nervo na hanseniase sendo
reforcada sua predilecao pelas células de Schwann (WEDDELL & PALMER, 1963;
LONG, 1965; FRIEDMAN et al., 1969; DASTUR et al., 1966; JOB & DESIKAN, 1968)
que assumiriam papel fagocitario frente a uma particula estranha. Ela, ndo sendo um
fagécito profissional, estando limitada por uma membrana basal e tendo vida média
muito maior que o macréfago, seria o local de eleigdo para abrigar e tolerar a

presenca do M. leprae (WEDDELL & PALMER, 1963).

No Brasil, no inicio da década de 40, o neurologista Oswaldo Freitas Julido foi
pioneiro em destacar a importancia da hanseniase no diagndstico diferencial das
neuropatias periféricas (BARREIRA & MARQUES Jr.,, 1997). Seu papel e
contribuicdo no estudo das neuropatias periféricas, em especial a neuropatia

hansénica no Brasil é indiscutivel (JULIAO & ROTBERG, 1963).
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Os primeiros estudos em ultramicroscopia nos nervos de hanseniase surgiram
no Japao com a descricdo de alteracdes axonais e das células de Schwann no nervo
auricular, na forma lepromatosa da doenca (NISHIURA et al., 1957). Posteriormente
outros grupos relataram em detalhes a ocupacgao bacilar das células de Schwann
predominantemente nas fibras amielinicas e menos frequentemente nas fibras

mielinicas (JOB, 1971; DASTUR et al., 1973; JOB & VARGHESE, 1975).

A partir da década de 60 neurologistas e patologistas indianos deram
inestimavel contribuicdo a compreensao de varios aspectos do acometimento neural
na hanseniase. Nesta época surgiram estudos histopatolégicos classicos com o
nervo periférico na doenga. O patologista Darab Dastur, em colaboragdo com os
cirurgides plasticos Noshir Antia e Vanaja Shetty, deu relevante contribuicdo ao
estudo do nervo periférico na hanseniase (DASTUR et al. 1966; ANTIA et al, 1966;
ANTIA et al. 1970; SHETTY et al, 1977; ANTIA et al., 1980; SHETTY et al., 1980;
SHETTY & ANTIA, 1984). Seus trabalhos foram instrumentais na compreensao da
correlagao entre a clinica e os achados histopatologicos. Dastur foi um dos primeiros
a usar o método de microdisseccao de fibras (teasing nerve fiber), mostrando o
acometimento seletivo de fibras amielinicas (DASTUR & RAZZAK, 1971). Em longa
carreira dedicada a hanseniase até sua morte em 2000, Dastur descreveu inumeros
outros aspectos da doenca (DASTUR et al., 1966; DASTUR & PORWAL, 1979;

DASTUR et al., 1991).

Em 1966 Srinivasan e Noordeen chamaram a atencao para as deformidades
causadas pela hanseniase correlacionando-as com o tempo de evolugdo e com a
forma clinica (SRINIVASAN & NOORDEEN, 1966 a e b). Em estudo retrospectivo,
Gupte (1979) observou que 75% dos pacientes que desenvolviam deformidades o

faziam de maneira silenciosa, sem sinais ou sintomas de neurite ou episédios de
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reacdo. Em 1982, Srinivasan e colaboradores enfatizaram este fato sugerindo ser
esta a forma mais comum de paralisia nos troncos nervosos. Afirmando que a
hanseniase &, na maior parte do tempo silenciosa, os autores propuseram o termo
“paralisia silenciosa dos nervos”. Outros termos como “neurite silenciosa” também
sdo utilizados para designar esta situacao. Este € o maior desafio enfrentado no

controle da doenga visto que a neuropatia progride mesmo apos a cura clinica.

Um nervo periférico pode ser destruido em até um terco de suas fibras sem
causar déficit sensitivo ou motor (JOB & DESIKAN, 1968) e isto se deve ao
constante reagrupamento de suas fibras. Esta € a provavel razdo pela qual um
tronco nervoso leve ou moderadamente afetado, pode exibir fungdes normais e a

gradual perda de fungédo pode nao ser detectada clinicamente.

O nervo periférico € o maior e mais importante reservatério do M. leprae
(ANTIA & PANDYA, 1976). Seu acometimento na hanseniase € representado por
uma neuropatia ascendente com preferéncia por certos nervos periféricos expostos
a traumas, baixas temperaturas e em proximidade com articulagbes (BRAND, 1959).
Nos membros superiores os segmentos do nervo ulnar acima do epicéndilo medial, o
nervo mediano acima do tunel do carpo e o nervo radial sdo preferencialmente
afetados. Nos membros inferiores, o nervo peroneuro comum e o nervo tibial

posterior sdo os mais acometidos (PEARSON & ROSS, 1975a).

As trés fungdes fisioldgicas do nervo, autonbmica, sensitiva e motora podem
ser afetadas. Com freqUéncia, o componente autondmico é o mais precoce seguido
pelo sensitivo (PEARSON & ROSS, 1975a). Em geral observa-se uma perda
sensitiva grave e extensa com pouca ou nenhuma disfungdo motora. Habitualmente

nao se observa disfungdo motora sem alteracdes sensitivas aparentes.
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Uma das caracteristicas classicas da hanseniase é representada por areas de
anestesia cutanea e isto tem levado a crenga geral de que os pacientes nao sentem
dor. Entretanto, a dor neuropatica tem se manifestado como um problema cada vez
maior entre os portadores de hanseniase (HIETAHARJU et al., 2000; STUMP et al.,
2004). Embora a perda de sensibilidade seja o paradigma da doencga, alguns
pacientes convivem de fato com dor crénica intensa a ponto de interferir na sua
qualidade de vida. Alguns dados sobre o alto consumo de analgésicos por pacientes
com hanseniase enfatizam a dimensao do problema (SEGASOTHY et al., 1986). Na
verdade, o tratamento poliquimioterapico recomendado pela OMS visa a destruicao
do bacilo, ndo sendo capaz de promover a recuperacdo do nervo nem impedir a dor

crénica que causa desconforto para muitos pacientes.

Em 1952, Montel observou que alguns pacientes com hanseniase podiam
exibir quadro clinico de neuropatia inflamatéria sem lesdes cutdneas aparentes e
chamou esta forma de “lepra neural dermatologicamente assintomatica ou lepra

minima” (MONTEL, 1952). Nesta mesma época Wade denominou estes casos de
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No Brasil, o unico dado epidemiolédgico publicado mostra que esta forma em

nosso meio, acomete cerca de 4% dos pacientes (GARBINO et al., 2004).

Nao ha, até o presente momento, consenso sobre como classificar estes

Casos.

Em alguns pacientes, as lesdes cutaneas aparecem posteriormente ao
acometimento neural (MISHRA et al., 1995; SKACEL et al.,, 2000) e, por este
motivo, o termo “forma neuritica primaria” foi sugerido como mais apropriado
(PANNIKAR et al., 1983). Clinicamente o paciente se apresenta com um déficit
sensitivo ou motor em um ou varios troncos nervosos sendo o nervo ulnar o mais
comumente acometido (KAUR et al, 1991; MAHAJAN et al, 1996). A biopsia do
nervo nestes casos € essencial para diagnéstico diferencial com outras neuropatias

(UPLEKAR & ANTIA, 1986; JACOB & MATHAI, 1988; JARDIM et al., 2004).

Embora os nervos periféricos possam ser acometidos em todas as formas de
hanseniase, eles tendem a ser mais precoce e rapidamente atingidos no pdélo
tuberculdide da doenca. Os aspectos clinicos deste podlo indicam que o
acometimento do nervo € uma manifestacido precoce e intrinseca desta forma.
Pacientes com a forma borderline também estdo mais propensos a desenvolver

lesdo neural grave e progressiva (PEARSON & ROSS, 1975a).

A hanseniase € uma doenga em geral assintomatica e de evolugéo
lentamente progressiva. Entretanto, esse carater insidioso pode ser interrompido por
fases de agudizacdo. O termo “reacao” refere-se a estes momentos de exacerbacgéao
subita das manifestagdes clinicas e corresponde a uma situagdo de
hipersensibilidade aguda aos antigenos bacilares por desequilibrio imunoldgico

(BRYCESON & PFALTZGRAFF, 1990; TURK et al.,, 1991). As reagbes sao a
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expressao da instabilidade imunoldgica inerente a doenga e, em algum momento,
cerca de 20 a 50% dos pacientes experimentam episédios reacionais (RIDLEY &

JOPLING, 1966).

As reacdes hansénicas sao divididas em dois tipos: reagao do tipo | ou reacéo
reversa e reacao do tipo Il ou eritema nodoso hansénico. A reagao do tipo | ocorre,
em geral, nas formas néo polares e associa-se a um aumento da imunidade celular
contra antigenos bacterianos (reagdo ascendente) liberados pela destruicdo do
bacilo em virtude do tratamento. O termo “descendente” reflete, ao contrario, uma
reducao da imunidade celular com progressao da doenga para o polo lepromatoso
(NAAFS et al., 1979). Entretanto, o termo "reagdo reversa“ € usado para referir

reacao ascendente, ou seja, de aumento da imunidade.

O eritema nodoso hansénico, ou reacao tipo Il ocorre nas formas
lepromatosas e acompanha-se de sintomas sistémicos com acometimento de

multiplos érgaos.

E durante essas fases chamadas de “reacionais”, que ocorre o maximo de
destruicdo do nervo (NILSEN et al.,, 1989; JOB, 1996a; NAAFS, 2000a).
Considerando-se que a hanseniase é doenca silenciosa na maior parte do tempo, os
episoédios de reagao representam a fase em que o paciente se sente efetivamente
doente. Os pacientes com maior risco de desenvolverem episddios de reagao sao os
de formas lepromatosas, com mais de 10 lesdes cutaneas e que apresentam trés ou
mais troncos nervosos espessados (JOB, 1996b; KUMAR et al., 2004). A principal
fonte desses episddios é a presengca do M. leprae e seus antigenos. Muitos dos
sintomas e complicacdes clinicas da doenga sdo decorrentes das reagdes imunes

contra constituintes antigénicos bacilares.
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Os episddios reacionais podem ocorrer antes, durante ou apds o tratamento,
espontaneamente ou precipitados por fatores diversos. Podem ainda envolver
somente a pele, somente o nervo ou ambos (SHETTY et al., 2000). Pode haver
reacao predominantemente clinica com leves alteragdes histoldégicas ou, ao
contrario, reagao histolégica sem correspondente clinico (RIDLEY & RADIA, 1981).
O acometimento do nervo pode ser agudo e doloroso com chance de comprometer
sua funcdo ou ocorrer de forma silenciosa sem sinais ou sintomas clinicos de
inflamagéo (NAAFS et al., 1979, 2000; SRINIVASAN et al., 1982b; VAN BRAKEL &
KHAWAS, 1994). O termo “paralisia silenciosa do nervo” sugerido por Srinivasan e
colaboradores para designar esta situagao foi prontamente aceito e hoje “neurite ou
neuropatia silenciosa” sao também utilizados na literatura. Alguns estudos indicam
que entre 60 e 75% de pacientes com deformidades evoluiram de forma silenciosa
(GUPTE, 1979; SRINIVASAN, 1982b). Pacientes com a forma neuritica primaria e
borderline sdo o grupo mais vulneravel a desenvolver neuropatia silenciosa (KAUR
et al., 1991). Todos estes dados indicam que a neuropatia silenciosa € a maior
geradora de paralisias e deformidades nos pacientes com hanseniase e a Unica
maneira de reconhecer e diagnosticar precocemente a neuropatia silenciosa é o
exame de todos os troncos nervosos das extremidades incluindo mapeamento de

sensibilidade, independente de sua espessura ou queixas do paciente.

Neurite e dano neural ndo sdo sinbnimos embora muitas vezes sejam
utilizados com o mesmo objetivo. Em stricto sensu, neurite significa inflamacéo do
nervo. Entretanto, a resposta do tecido nervoso a invasao bacteriana € ampla e
variavel. Observamos desde a simples presenca do bacilo sem qualquer
celularidade inflamatdria e sem alteragdes funcionais do nervo até sua total

destruicdo e perda de fungdo (JOB, 1989). Na pratica clinica, o diagndstico de
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neurite é feito quando ha dor, sensibilidade aumentada, edema ou sensacao de
fisgadas ou formigamento na pele suprida pelo nervo. Entretanto, o termo “neurite” é
utilizado num sentido mais amplo, significando dor espontédnea ou provocada, com
ou sem comprometimento da fungao (PEARSON & ROSS, 1975a; JOB, 1989; VAN

BRAKEL & KHAWAS, 1994).

O dano neural, que pode ser agudo, crénico ou recidivante em todas as
formas, evolui para a destruicdo progressiva das fibras nervosas que séao
substituidas por fibrose. A agressdo ao nervo periférico € seguida por
remodelamento da matriz extracelular que, com o tempo, culmina em proliferacéo
colagena nos trés compartimentos do nervo (GRIFFIN & HOFFMAN, 1993). Os
axbnios, as células de Schwann e sua bainha de mielina sdo progressivamente
destruidos e substituidos por tecido colageno que, em ultima analise, constitui o

maior obstaculo a regeneragao do nervo.

3.3 ARQUITETURA MICROSCOPICA DO NERVO PERIFERICO

Para a melhor compreensao das alteragdes patoldgicas no nervo periférico, é
conveniente que sua estrutura histolégica normal seja compreendida. O nervo
periférico € formado por dois tecidos: fibras nervosas e o tecido conjuntivo que as
circunda. E dividido em trés compartimentos distintos: o epineuro, o perineuro e o
endoneuro. O epineuro é formado por tecido conjuntivo denso que envolve o
conjunto de feixes nervosos mantendo-os agrupados (Figura 1A). Constitui-se de
fibras colagenas orientadas obliqua e longitudinalmente, sendo entrecortadas por
numerosos vasos sanguineos, linfaticos e tecido adiposo. Cerca de metade da area

da superficie de corte de um nervo periférico € formada por epineuro. O perineuro &
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uma estrutura também colagena disposta em camadas compactas que circundam
cada feixe nervoso. O perineuro agrupa as diversas fibras nervosas formando cada
um dos feixes. Age como verdadeiro cinturdo, exercendo pressao, €, com sua
propriedade elastica, cria a forma circular de cada feixe, (Figura 1B). O perineuro
nao é uma simples membrana, mas uma estrutura colagena multilaminar em que
cada uma das camadas € revestida por membrana basal. Funciona como uma
barreira semipermeavel entre as fibras nervosas e o liquido intersticial (JOB, 1989;
OLSSON, 1990). O numero de camadas do colageno perineural varia de acordo com
o tamanho do feixe. No nervo sural o perineuro exibe entre cinco e oito camadas
sendo que as camadas mais externas fundem-se com o colageno epineural. O
endoneuro refere-se ao espaco delimitado pelo perineuro. Contém as fibras
nervosas que ali sdo mantidas sob pressao (Figura 1C). O numero e tamanho dos
feixes varia ao longo da trajetéria do nervo devido ao constante reagrupamento das

fibras.

Os axodnios, distribuidos no endoneuro, sao a unidade basica do nervo e tém
calibres variados. Os axdnios maiores sdo mais facilmente identificaveis por serem
revestidos por uma bainha de mielina (Figura 1D). A bainha de mielina é uma
camada cilindrica de lipidios e proteinas produzidos pela célula de Schwann com a
funcdo de promover um isolamento elétrico para o axénio aumentando assim a
velocidade de condug¢do do impulso nervoso. Cada axénio de grande calibre é
circundado pelo citoplasma de apenas uma célula de Schwann que se enrola em
torno dele formando camadas concéntricas e regulares (MIDRONI & BILBAO, 1995).
Ao longo do comprimento axonal, a continuidade da bainha de mielina é

interrompida a intervalos regulares por estreitamentos conhecidos como nodos de
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Ranvier, local onde a célula de Schwann termina. Quanto maior o didmetro axonal,

maior sua velocidade de condugdo e maior a espessura de sua bainha de mielina.

Ha ainda os axoénios de calibres bem menores que, agrupados, compartilham
uma unica célula de Schwann e sdo chamados de axbnios amielinicos. Entao,
enquanto a célula de Schwann produtora de mielina, engloba apenas um axdnio
mielinizado, varios axénios amielinicos sao circundados por apenas uma célula de
Schwann. Ainda no endoneuro, o espago entre cada fibra nervosa é ocupado por

fibrilas colagenas, arteriolas e vénulas.

O conteudo endoneural no seu conjunto compreende fibras nervosas
mielinicas de grande e pequeno calibre e fibras nervosas amielinicas cujo numero é
quatro vezes maior que o de fibras mielinicas. O restante da area endoneural é
ocupado por tecido conjuntivo sendo 15% correspondentes a vasos, liquido
intersticial e macromoléculas (MIDRONI & BILBAO, 1995). No endoneuro as fibras
sdo organizadas nos diversos feixes que se reagrupam de tal modo que até um tergo
pode ser danificado sem causar perda sensitiva ou motora identificavel clinicamente

(JOB, 1989).

Os nervos periféricos sdo estruturas bastante protegidas e formam um
compartimento metabdlico distinto do resto do organismo. Isto se deve as fungdes
do tecido conjuntivo perineural e a barreira sangue-nervo (SHANTAVEERAPPA &
BOURNE, 1966; BODDINGIUS, 1984) ndo sendo acometidos pelas diversas
infeccbes piogénicas nem pelo Mycobacterium tuberculosis. Apenas o M. leprae e
alguns virus sao capazes de penetrar nos nervos (PEARSON & ROSS, 1975a;

PEDLEY et al, 1980).
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As alteragdes patoldgicas do nervo periférico sdo mais bem compreendidas e
apreciadas em cortes transversais. A maneira ideal de examinar o conteudo
endoneural é através da fixagdo do nervo periférico em glutaraldeido e sua posterior
inclusdo em resina plastica para a obtencdo dos chamados cortes semifinos com
1um de espessura, corados pelo azul de toluidina (Figura 1 A, B, C e D). E o modo
mais eficaz de avaliar todas as categorias de neuropatias periféricas. Este método
permite a observacado da superficie endoneural, densidade e distribuicdo das fibras
mielinicas em funcdo de seu didmetro e espessura. Permite ainda observar as
alteracbes da bainha de mielina, densidade dos nucleos das células de Schwann e
fibroblastos (MIDRONI & BILBAO, 1995). E importante frisar que mesmo os

melhores cortes parafinados ndo conseguem equiparar-se a esta técnica.

A mielina e os axdénios sao estruturas frageis e de consisténcia gelatinosa.
Consequentemente, sua exposicao cirurgica, manipulacdo e fixagdo, com
frequéncia resultam em perda da circularidade e outros artefatos que ndo devem ser

confundidos com alteragdes patoldgicas (HAUW et al, 1982).

3.4 MECANISMOS DE INVASAO E DESTRUICAO DO NERVO PERIFERICO NA

NEUROPATIA HANSENICA

Embora sejam encontrados no citoplasma de macréfagos e de células
endoteliais, a afinidade especial do bacilo de Hansen pelas células de Schwann foi
constatada por diversos estudos (WEDDELL & PALMER, 1963; JOB & DESIKAN,
1968; DASTUR et al, 1973, JOB & VARGHESE, 1975; ANTIA, 1982) e os eventos
etiopatogénicos que culminam com o dano neural tém sido investigados sob

diversos angulos. Considera-se que mecanismos distintos de lesdo neural podem
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ocorrer em diferentes fases da doenga podendo mesmo co-existir (JOB & DESIKAN,

1968).

A entrada do bacilo de Hansen na célula de Schwann é o evento mais
importante para o acometimento do nervo na hanseniase (JOB, 1971; DASTUR &
PORWAL, 1979). Ela seria o hospedeiro ideal para a multiplicacdo e sobrevida do
bacilo, pois dotada de vida média longa e, ndo sendo a fagocitose sua atividade
primordial, € incapaz de destrui-lo (SRINIVASAN et al. 1982a; RAMBUKKANA et al.,

1998).

Segundo a literatura vigente, a forma pela qual o M. leprae penetra no nervo

periférico tem sido explicada por diferentes hipoteses:

1 — Através de terminacdes nervosas da derme: em estudo realizado por Khanolkar
entre 1951 e 1955 foi sugerido que o bacilo, alojado nos axénios da derme, se
difundiria através destes centripetamente (JOB, 1989). Entretanto, estudos em
ultramicroscopia tém mostrado a raridade deste evento (PEARSON & ROSS, 1975a;

JOB, 1989).

2 — Através das células de Schwann: As células de Schwann, abundantes nas partes
mais superficiais da pele de regides mais frias do corpo, serviriam como porta de
entrada para o M. leprae (JOB, 2001). Estudos feitos in vivo e in vitro
demonstraram sua capacidade de englobar o bacilo havendo entre eles uma
especial simbiose (MAEDA & NARITA, 1987). As bases moleculares desta afinidade
foram reveladas recentemente através de estudo que demonstrou a afinidade
seletiva entre o M. leprae e a célula de Schwann (RAMBUKKANA et al., 1998;
RAMBUKKANA, 2000). O estudo identificou um dos componentes da membrana

basal da célula de Schwann, a laminina-a2 e seu receptor a-distroglican, como
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receptores para o M. leprae facilitando sua ligacdo a célula de Schwann. O estudo
nao s6 explica como o M. leprae penetra na célula de Schwann como justifica sua
preferéncia seletiva pelo sistema nervoso periférico uma vez que tal configuragao
molecular ndo esta presente no sistema nervoso central (RAMBUKKANNA et al.,
1997; FREEDMAN et al, 1999). Entretanto, outros receptores podem também estar
envolvidos nesta interagao visto que o bloqueio do mesmo n&o inibe completamente

a adesao do M. leprae a célula de Schwann (RAMBUKKANA et al., 1998).

A invasao a célula de Schwann representa o passo inicial crucial para o dano
neural nos pacientes. Dentro dela, protegidos portanto do sistema imune, os bacilos
se multiplicariam e caminhariam ao longo do nervo por contiguidade, passando de

uma célula de Schwann a outra por contiguidade.

3 — Através do epineuro: Em todas as formas de hanseniase o tecido epineural é
descrito como mais rico em macréfagos contendo bacilos sendo o principal sitio de
acumulo precoce bacteriano (JOB & DESIKAN, 1968; SCOLLARD et al., 1999).
Estudos experimentais evidenciaram uma migragdo dos macréfagos epineurais para
0 endoneuro sugerindo que a colonizagdo epineural antecede a endoneural
(CHANDI & CHACKO, 1986). E possivel, portanto que bacilos atinjam o endoneuro a

partir de células epineurais.

4 — Através de capilares endoneurais: Esta claro que na forma lepromatosa da
hanseniase, a infeccdo generalizada ocorre por via hematogénica (SCOLLARD et
al., 1999, 2000). Segundo esta visao, durante a bacteremia o M. leprae aloja-se nos
capilares endoneurais sendo entdo apresentado as células de Schwann (JOB,

1989).
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Uma vez o bacilo de Hansen alojado no nervo este pode ser danificado sob

diferentes aspectos:

1 — Presenca do M. leprae ou seus antigenos, preferencialmente em areas de
temperaturas corporais mais baixas favorecendo a localizacdo e multiplicagao
bacterianas dentro das células de Schwann que servem como ponte entre o bacilo e

o nervo (JOB, 1989).

2 — Trauma: A maioria dos nervos sujeitos a lesdo sdo aqueles superficialmente
posicionados e préoximos a canais fibro-6sseos. A inflamagdo aumenta seu volume
tornando-os mais sujeitos a traumatismos. O trauma por si produzird mais

inflamacao com consequente alteragdo da permeabilidade vascular (JOB, 2001).

3 — Vasculite: A ocupacao das células endoteliais vasculares pelo M. leprae tem
sido repetidamente relatada na literatura (TURKEL et al., 1982; SCOLLARD et al.,
1999). Vasculite linfocitica dos vasos endoneurais tem também sido associada a
hanseniase (CHIMELLI et al., 1997). Alteragdes secundarias tais como ruptura da
continuidade endotelial, espessamento e reduplicagdo das membranas basais dos
capilares e alteragdes oclusivas dos vasos sanguineos tém papel significativo no

dano neural em todas as formas da doencga (JOB, 2001).

4 — |squemia: Sendo o epineuro e o perineuro estruturas colagenas, portanto pouco
expansivas, ha consideravel aumento da pressao intraneural comprometendo o
suprimento sangtineo do nervo, podendo levar a isquemia e infarto. Este acabara

por afetar os axénios remanescentes nao acometidos pela doenga (JOB, 1989).
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3.5 MASTOCITOS

Os mastécitos (MCs) foram primeiramente descritos por Paul Ehrlich em
1877 enquanto ainda estudante de Medicina. Ehrlich observou que algumas das
células chamadas de plasmdcitos pelos histologistas da época, continham inumeros
granulos que se coravam em vermelho pelo azul de anilina diferentemente dos entéo
chamados plasmdcitos (THARP, 1989). Assinalou ainda que os granulos exibiam
tamanhos diferentes e se distribuiam uniformemente pelo citoplasma. Acreditando
que tais granulos fossem produto de fagocitose chamou estas células de

“mastzellen” que significa “ingurgitadas” ou “bem nutridas” (MOTA, 1995).

Foi Laguesse em 1919, o primeiro a empregar o termo “mastocyte” em
substituicdo a palavra alema “mastzellen” trocando seu sufixo por outro, de origem

grega “cito” (Apud D'ACRI, 2002).

Outra importante descoberta na histéria dos MCs foi em 1937 quando
Holmgren e colaboradores demonstraram que a heparina liberada nos tecidos
provinha dos MCs (MOTA, 1995). Alguns anos depois Riley observou sua riqueza

em histamina descrevendo seu papel na anafilaxia (RILEY, 1953).

A histogénese dos MCs permaneceu obscura por muitos anos sendo atribuida
a diferentes células como linfocitos, macréfagos e fibroblastos (BURNET, 1977;
CZARNETZKI et al., 1982). Hoje se sabe, a partir de trabalhos experimentais, que os
MCs derivam de precursores hematopoiéticos que migram da medula 6ssea em fase
ainda imatura da medula éssea para os diversos tecidos onde entdo atingem seu
amadurecimento fenotipico e funcional (KITAMURA et al.,, 1979). Este processo
ocorre in loco sendo mediado por fatores de crescimento e citocinas (HATANAKA et

al., 1979). A auséncia de MCs granulados na circulagao reforga este conceito.
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Em termos filogenéticos o mastdcito € uma célula antiga presente em todas
as espécies providas de circulagdo sanguinea. Nos mamiferos sdo observados em
todos os tecidos exceto nos avasculares como 0sso mineralizado, cartilagens e
cérnea (NORRBY, 2002). Estima-se que se todos os MCs fossem reunidos em um
unico 6rgao, seu volume seria igual ao do baco (WELLE, 1997). Sua onipresenca
sugere, portanto, importancia em atividades fisiolégicas comuns a varios 6rgaos.
Localizam-se preferencialmente no epitélio da pele, no trato respiratorio,
gastrointestinal e génito-urinario e isto os coloca como uma das primeiras sentinelas
a reagir com potenciais antigenos ambientais. Quando observados a microscopia
Optica, seu tamanho varia entre 8 e 15 um sendo sua forma também variavel com
células redondas, alongadas, fusiformes ou mesmo filiformes. Seu nucleo oscila
entre 4 e 7um e o citoplasma tem sua area ocupada em até 55% por granulos
metacromaticos que os identificam. Suas caracteristicas tintoriais variam do azul
escuro ao vermelho de acordo com o conteudo de heparina/histamina (YONG,

1997).

Embora identificados a microscopia optica convencional como um tipo celular
unico, sdo heterogéneos sob o ponto de vista bioquimico, histoquimico e funcional
(WELLE, 1997; METCALFE et al., 1997; FORSYTHE & ENNIS, 2000), e isto se deve
ao extenso repertdrio de substancias bioativas contidas nos seus granulos. Tém a
capacidade unica de produzir diferentes substancias biologicas, estoca-las em
granulos e libera-las de acordo com as necessidades do momento. O mastécito
produz e armazena histamina, heparina, serotonina, prostaglandinas, dopamina,
proteoglicanos (heparina, sulfato de condroitina) e proteases (triptase, quimase,
carboxipeptidase). Também produz e libera varias citocinas com propriedades

inflamatdrias e pro-inflamatdrias, fatores de crescimento além de outros mediadores
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da inflamagao e neuropeptideos (DINES & POWELL, 1997; FORSYTHE & ENNIS,
2000; McNEIL & GOTIS-GRAHAM, 2000; METCALFE et al.,, 1997). Alguns
mediadores séo pré-formados e estocados dentro de seus granulos citoplasmaticos
enquanto outros sé sdo sintetizados apos ativagao celular (METCALFE et al., 1997). O
processo de liberagdo de substancias chamado de desgranulagéo pode ocorrer de
maneira explosiva ou de forma mais gradual, em pequenas quantidades do tipo
“saca bocado”. Apds a desgranulagdo o mastocito € capaz de regenerar,
ressintetizar seus granulos e repopular os tecidos em um processo que dura cerca
de 17 dias. (DINES et al., 1997; YONG, 1997). Entretanto a desgranulagdo ou
exocitose, ndo parece ser o Unico mecanismo de liberacdo de substancias utilizado
pelos MCs. Greenberg e Burnstock (1983) ducumentaram um tipo peculiar de
interacdo ocorrendo especialmente com fibroblastos, chamada de transgranulagao.
Os autores demonstraram que o liquido extracelular pode ter acesso aos granulos
mastocitarios através de cavidades labirinticas formadas pela fusdo das membranas
citoplasmaticas de ambas as células, de modo a permitir que substancias sejam
liberadas dos granulos enquanto os mesmos permanecem dentro do citoplasma dos

MCs.

Sua capacidade de produzir, armazenar e liberar diferentes substancias
biologicamente ativas pressupde um papel funcional heterogéneo havendo amplas
evidéncias de sua participagdo nao sé nas reagdes alérgicas, mas também na
sintese do colageno, reag¢des imunes, reparo tecidual, neoplasias e angiogénese
(BEFUS et al., 1988; YONG, 1997). Foi Enerback o primeiro a estabelecer o
conceito de heterogeneidade dos MCs detalhando seus aspectos histoquimicos e
morfolégicos no tubo digestivo de roedores (WELLE, 1997). Observou que os MCs

das camadas mais profundas da parede intestinal eram semelhantes aos
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encontrados no tecido conjuntivo e distintos daqueles confinados a superficie
mucosa e lamina propria. Dai surgiram as denominagdées MCs de mucosa (MCM) e
MCs de tecido conjuntivo (MCTC). Os primeiros sdo menores, contém baixos niveis
de histamina e tém o sulfato de condroitina como seu principal proteoglicano. Os
MCs de tecido conjuntivo sdo maiores e ricos em heparina que é seu principal
proteoglicano (FORSYTHE & ENNIS, 2000). A existéncia de mais de um tipo de
mastocito foi um conceito de crucial importancia para a compreensao de seu papel

variado.

O método mais comumente utilizado para fixacdo tecidual a base de
formaldeido, restringe a identificagcdo dos MCs devido a modificagdes estruturais nos
seus granulos que sao hidrossoluveis e requerem fixagdo alcodlica para sua
preservacdao (STROBEL et al, 1981; MARSHALL et al., 1987; YONG, 1997).
Entretanto, os MCs de tecido conjuntivo s&o considerados mais estaveis em

fixadores aquosos (YONG, 1997).

O mastécito passa despercebido na coloragao pela hematoxilina & eosina
(HE) habitualmente usada para exame de cortes histolégicos, podendo ser
confundido com outros tipos celulares. Sua identificacdo depende do uso de
métodos tintoriais que destaquem seus granulos citoplasmaticos. Pode-se recorrer
ao uso de corantes metacromaticos como o azul de toluidina, ortocromaticos como o
alcian blue ou ainda fluorescentes como o orange de acridina (WALLS et al, 1990 a
e b). A metacromasia, que varia do azul escuro ao vermelho, deve-se a presenca
nos granulos, de seu conteudo de heparina (YONG, 1997). MCs imaturos contém
granulos que se coram pelo alcian blue enquanto os maduros se coram em vermelho
pela safranina (YONG, 1997). Entretanto nenhum destes métodos é inteiramente

especifico e este fato, associado aos diversos fixadores utilizados, tem gerado
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resultados heterogéneos, por vezes conflitantes em alguns estudos investigativos

(STROBEL et al., 1981; WALLS et al., 1990b).

As proteases ftriptase e quimase sao um componente importante dos MCs
(ANTUNES et al., 2003). Além de serem quantitativamente predominantes, sao
também especificas destas células (METCALFE et al., 1997). Tém papel importante
em numerosos eventos celulares e teciduais tais como regulagao do ténus vascular,
resposta inflamatdria, destruicdo tecidual e hidrolise de mediadores inflamatérios
(WELLE, 1997). Estudos histoquimicos e imuno histoquimicos subdividiram os MCs
humanos em duas categorias segundo padroes de expressao destas proteinases
(IRANI et al., 1986) havendo pelo menos duas populagdes distintas de mastdcito.
MCs que contém apenas triptase (MCy) sdo separados daqueles que contém
triptase e quimase (MCqc). Os chamados MCs de mucosa (MCM) secretam apenas
triptase e os MCs de tecido conjuntivo (MCTC) secretam triptase e quimase. A
triptase € sua proteina mais abundante. Enquanto a quimase esta presente em
apenas uma sub populacdo de MCs, a triptase é encontrada em todos eles. Além
disso, a imuno reatividade a quimase € perdida em material fixado em formol
(WELLE, 1997) fatos que colocam a triptase como marcador de eleigdo para MCs
humanos (MILLER & SCHWARTZ, 1989; HOGAN & SCHWARTZ, 1997; YONG,
1997). A triptase libera e cliva fibronectina e colagenase tipo IV estando, portanto
envolvida na remodelacao tecidual. Ativa ainda metaloproteinases e, indiretamente a

procolagenase, sugerindo uma contribuigdo na degradacgao da matriz extracelular.

Mais recentemente foi desenvolvido um anticorpo monoclonal (AA1)
antitriptase, a protease predominante nos granulos de todos os MCs com elevada
sensibilidade e especificidade mesmo em material fixado em formaldeido e incluido

em parafina (WALLS et al., 1990a). A imuno-histoquimica permite a identificacdo do
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conteudo granular do mastdcito, revelando assim sua identidade. Desde ent&o, o
emprego deste marcador imuno histoquimico passou a ser utilizado nos estudos em

material fixado em formol sendo considerado marcador seletivo para MCs.

3.6 RELACAO DO MASTOCITO COM O NERVO PERIFERICO E A NEUROPATIA

HANSENICA

A presenca de MCs no Sistema Nervoso Periférico (SNP) foi observada em
alguns estudos experimentais. No periodo compreendido entre 1961 e 1969 foi
demonstrada sua presencga no tronco nervoso periférico de animais de laboratorio
em condicdes fisioldgicas e patoldgicas revelando sua distribuicdo preferencial em
torno dos vasos sanguineos do epineuro, perineuro €, em menor grau, entre as
fibras do endoneuro. Observou-se ainda sua desgranulagdo como resposta a
estimulos diferentes (GAMBLE & GOLDBY, 1961; OLSSON & SJOSTRAND, 1969).
H4, entretanto raros relatos sobre sua distribuicdo no SNP humano (OLSSON,
1971). Sdo ainda muito raros na literatura estudos sobre a participagdo dos MCs em
neuropatias periféricas humanas (KNORR-HELD & MEIER, 1990) e, a despeito de
terem sido observados nos trés compartimentos do nervo periférico em algumas
neuropatias, seu papel ainda ndo esta completamente esclarecido (MIDRONI &
BILBAO, 1995). N&o ha na literatura estudos sobre sua densidade, distribuicdo e

funcao na neuropatia hansénica.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho se propbés a realizar estudo retrospectivo de casos
selecionados dos arquivos dos Departamentos de Patologia dos Hospitais
Universitarios Clementino Fraga Filho (HUCFF) da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ) e do Hospital Pedro Ernesto (HUPE) da Universidade do Estado do

Rio de Janeiro (UERJ).

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUCFF

sendo aprovado sob o numero 157/04 (vide anexo V).

4.1 AMOSTRAS

Foi estudado um total de vinte e nove fragmentos do nervo sural direito ou

esquerdo de dois grupos de pacientes:

4.1.1 Grupo | (estudo)

Foram utilizados blocos de parafina e de resina plastica de nervos surais de
vinte e quatro pacientes selecionados dos arquivos dos Servigos de Patologia do

HUCFF-UFRJ e do HUPE-UERJ, biopsiados por indicagao clinica, com diagnéstico
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firmado ou suspeita clinica de hanseniase, no periodo compreendido entre janeiro

de 1999 e dezembro de 2002.

As biopsias de nervo sural direito ou esquerdo foram realizadas segundo
técnica padrao (DYCK & TOFGREN, 1968; JOHNSON & SALMON, 1968) estando
este clinicamente acometido ou ndo. Em apenas dois casos foi de natureza
fascicular. Em nenhum caso a biopsia foi feita através ou proximo a qualquer lesao
de pele, ndo havendo registro de complicagbes decorrentes da mesma. A época da
biopsia, nove pacientes eram virgens de tratamento e foram biopsiados para
investigacao de polineuropatia ou para auxiliar na correta classificagcédo da doencga.
Quinze pacientes tratados foram biopsiados para investigacdo de dor crénica de
dificil controle. Doze haviam recebido tratamento por um minimo de dois anos nas
formas LL-BL e por um minimo de seis meses nas formas TT-BT, de acordo com os
protocolos de poliquimioterapia recomendados pela OMS (WHO, 1982). Trés
pacientes fizeram uso de monoterapia por dapsona (DDS) por terem sido tratados
em periodo pré poliquimioterapico. Nos casos tratados as biopsias foram realizadas

entre seis meses e vinte anos apos tratamento.

Os casos foram classificados clinicamente segundo Ridley e Jopling (RIDLEY
& JOPLING, 1966). Nos casos com a forma neuritica primaria, foram utilizados como
parametros para classificagdo o aspecto histopatolégico do nervo com énfase na
carga bacilar, associado ao numero de troncos nervosos afetados. Com dois ou mais

troncos afetados o paciente foi alocado nas formas LL-BL.

Todas as informagdes clinicas aqui apresentadas foram obtidas por consulta

aos prontuarios dos pacientes.
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4.1.2 Grupo Il (controle)

Foram utilizados blocos de parafina e de resina plastica de fragmentos de
nervo sural direito ou esquerdo de cinco pacientes com idades variando entre 17 e
68 anos. Os pacientes foram biopsiados no HUCFF para investigacédo de possivel
polineuropatia que nao se confirmou no exame histopatolégico. O material estava
em excelente estado de preservagdo histolégica n&do apresentando nenhuma
alteracao histopatolégica no exame microscopico convencional nem nos cortes
semifinos efetuados. Nao havia ainda nos seus prontuarios clinicos evidéncia de

diabetes mellitus, amiloidose, desnutricido ou alcoolismo.

4.2 FIXACAO E PREPARO TECNICO DO MATERIAL

Fragmentos de nervo sural medindo em torno de 1,5cm de comprimento
foram fixados em solugéo de glutaraldeido a 2,5% diluido em tampao cacodilato de
sédio a 0,01M e pH 7,3 por até seis horas a 4°C. Em seguida foi dividido em trés
partes sendo uma maior central e duas menores periféricas. O fragmento central foi
processado para inclusdo em parafina e microscopia 6ptica convencional e os dois
fragmentos periféricos foram encaminhados para processamento em resina plastica

e realizagao de cortes semifinos.

4.2.1 Preparo técnico do material incluido em parafina

O fragmento maior reservado para cortes parafinados, foi processado por

inteiro segundo técnica de rotina com progressiva desidratagdo, diafanizagao do
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material e inclusdo em parafina. No momento da inclusdo foi seccionado e
posicionado de modo a serem obtidos cortes longitudinais e transversais
preservando-se 0s pré-requisitos estabelecidos para exame adequado do nervo
periférico (HAUW et al.,1982). Deste modo, os cortes transversais parafinados
puderam ser comparados com os cortes resinados também transversais. Cortes de
5um foram corados em HE, tricrobmico de Gomori, Vermelho Congo e Wade para a
avaliagcdo morfolégica geral. Foram ainda feitos cortes em branco usando-se
laminas silanizadas para a identificagdo imuno-histoquimica de MCs segundo

técnica abaixo:

4.2.2 Técnica imuno-histoquimica

Técnica realizada em todos os casos de ambos os grupos estudo e controle,
através da reacao imuno histoquimica da imuno peroxidase — streptavidina - biotina-
peroxidase — LSAB DAKO Kit System K0676 - (GUESDON et al., 1979) para a
marcagao dos MCs pelo anticorpo monoclonal de camundongo antitriptase de

mastoécito humano (clone AA1, DAKO — M7052).

A partir dos blocos de parafina, foram realizados cortes seriados com
aproximadamente 4um de espessura em microtomo rotativo American Optical
Spencer 820. Os cortes foram colhidos em laminas silanizadas (DAKO S3003) com
antecedéncia de 24 horas. Foram entdo desparafinizados com xilol em dois banhos
sucessivos a temperatura ambiente por um minuto, sendo entdo hidratados em
concentragdes decrescentes de alcool (100, 95, 80, e 70°) por meio minuto cada, e
lavados com agua destilada. Seguiu-se o bloqueio da peroxidase enddgena tecidual

pela imerséao por 45 minutos em solugédo de peroxido de hidrogénio a 3% diluido em
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agua e posterior lavagem com agua corrente destilada. A recuperacao antigénica foi
realizada em forno de microondas doméstico (Sanyo), sendo as laminas incubadas
em banho-maria a 98° C por 40 minutos e imersas em tampao citrato pH 6.0 durante
5 minutos a poténcia maxima. Para seu esfriamento progressivo foram deixadas no
tampao citrato por 20 minutos adicionais em temperatura ambiente. Apds isso, as
laminas foram lavadas em agua corrente destilada por 5 minutos para a retirada do
tampao citrato. O bloqueio de ligagdes inespecificas foi obtido pela imersédo em
solugdo com soro de albumina bovina (BSA) a 1% diluido em tampéao fosfato
(PBS). Depois de retirado o excesso do soro, os cortes histoldégicos foram
submetidos a incubagdo com anticorpo monoclonal de camundongo antitriptase de
mastocito humano - clone AA1, DAKO diluido a 1:100 em solucédo tampao PBS pH
7.4, em camara umida durante a noite a 4° C. No dia seguinte seguiram-se trés
lavagens em PBS por trés minutos cada. As laminas receberam o anticorpo
secundario biotinilado ja diluido - KIT LSAB, DAKO - (anticoelho e
anticamundongo). Foi utilizado o anticorpo secundario polivalente (anticoelho,
anticamundongo DUET - DAKO) por 20 minutos em temperatura ambiente.
Seguiram-se trés lavagens em tampao TRIS por 5 minutos cada. Procedeu-se a
incubagcdo com complexo streptavidina-biotina-peroxidase — Kit LSAB - por 30
minutos a temperatura ambiente, seguidas novamente por trés lavagens em tampao
TRIS por 3 minutos cada. Em seguida iniciou-se a revelagao da reagdo com o
substrato cromégeno diaminobenzidina (DAB) através da diluicdo de 1 tablete para
10ml de tampéo fosfato (PBS). A solugao foi filtrada e foram pingadas 6 gotas de
peréxido de hidrogénio para ativagdo do DAB. A revelagdo foi acompanhada ao
microscopio sendo interrompida por imersao em agua no momento da formagao do

precipitado castanho-escuro. Os cortes foram entdo submetidos a lavagem em agua
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corrente por 5 minutos. A contra coloracao foi realizada com a hematoxilina de Harris
por 1 minuto seguida de lavagem em &gua corrente destilada por 5 minutos.
Procedeu-se entdo a desidratacdo do material por banhos com concentracdes
crescentes de alcool (70, 80, 95, e 100°) por 3 vezes de 1 minuto cada. Em seguida,
diafanizacao por dois banhos com xilol e, finalmente a montagem das laminas com
goma de Damar. O controle positivo da reacédo foi realizado com amostras de

tonsilas palatinas do arquivo préprio do laboratério, como sugerido pelo fabricante.

4.2.3 Preparo técnico do material incluido em resina

Apos fixagdo do material por seis horas em solugdo de glutaraldeido a 2,5%
diluido em tampao cacodilato de sddio a 0,1M, o material foi lavado em tampao
sendo entdo submetido a etapa de pés-fixacdo. O material foi imerso em tampao
cacodilato de sodio a 1% por trés vezes durante 10 minutos a cada banho. Seguiu-
se a pos-fixagao por 1 hora em frasco escuro com solucdo de 1:1 de tetroxido de
6smio a 1% e solugao de ferrocianeto de potassio a 1,6% e cloreto de calcio a
10mM. O material foi lavado em tampao cacodilato a 0,1M, depois em agua
destilada, estando entado pronto para a desidratagao. Esta foi feita em concentracdes
crescentes de acetona a 30, 50, 70, 90 e 100%, por 10 minutos cada. Em seguida
procedeu-se a imersdo do material em mistura de resina e acetona por 20 minutos.
Apos, iniciou-se impregnagao da resina em geladeira durante uma noite com o
frasco aberto. No dia seguinte o material foi posicionado em lupa estereoscépica e
incluido em formas de silicone usando-se a resina pura. Uma vez nas formas foi
mantido em estufa a 60 graus durante 72 horas. Apds, o material foi cortado em

ultramicrétomo e corado pelo azul de toluidina a 1%.
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4.3 METODOS QUALITATIVOS

A andlise morfologica qualitativa da amostra em estudo foi realizada com
material incluido em parafina e em resina plastica. A partir do material incluido em
parafina foram feitas as seguintes colora¢des: HE para avaliagdo geral e preliminar,
Tricrdbmico de Gomori para avaliagdo do grau de fibrose, Vermelho Congo para
investigacdo de substancia amiléide e Wade para pesquisa de bacilos alcool acido
resistentes. Do material incluido em resina plastica foram feitos cortes semifinos

corados pelo azul de toluidina, visando estudo das alteragcdes mielino-axonais.

4.4 METODOS QUANTITATIVOS
4.4.1 Quantificacdo dos mastoécitos

A quantificagdo dos MCs foi determinada em cortes transversais, observados
a microscopia éptica numa area-teste de 8.600,0um?. Para efeito da quantificacéo
foram considerados dois compartimentos em separado: o epineuro e 0O peri-
endoneuro. A contagem foi realizada usando-se ocular Nikon CFW (x10) contendo
sistema teste M42 — Tonbridge Kent® - (WEIBEL, 1979). Os MCs marcados por
imuno-histoquimica foram contados em 10 diferentes campos microscépicos
aleatérios no epineuro e em 10 no peri-endoneuro por nervo, com objetiva de
imersdo em 6leo x100. Somente foram considerados os MCs integros que nao

cruzavam as linhas proibidas do sistema teste (GUNDERSEN, 1977).
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4.4.2 Quantificacao da fibrose

A quantificacdo do volume de fibrose em cada caso foi realizada usando-se o
programa Image Pro Plus 5.0® (Media Cybernetics, San Diego USA). O método
permite identificar e quantificar estruturas teciduais de interesse. A quantificacdo é
obtida por analise de imagens digitais geradas em um sistema de video microscopia,
composto de microscopio Olympus BX-51 acoplado a camera digital evolution LC.
As imagens, obtidas a partir de cortes transversais de nervo corados pelo tricrémico
de Gomori, foram capturadas em formato TIFF (36-bit color, 1280 x 1024 pixels). De
cada caso foram obtidas cinco imagens e de cada imagem foram selecionadas trés
areas no epineuro e trés no peri-endoneuro, representativas do seu conteudo. Em
seguida as areas verdes das amostras foram convertidas em escala de cinza sendo
entdo segmentadas na mesma faixa de semitom para possibilitar ao programa
identificar o matiz de cor desejado e determinar o volume de matriz fibrosa, permitido
sua quantificagdo. Aplicou-se um sistema de filtros objetivando a eliminagdo de
pequenos artefatos histolégicos. O resultado foi a transformagédo da fibrose a ser
quantificada em pixels cinza sobre fundo em pixels brancos. Os dados obtidos foram
exportados para programa de dados e graficos em planilha (Excel) e o valor final foi

obtido pela média dos valores dos campos selecionados em percentual por mm?.

4.4.3 Quantificacado das fibras mielinicas

A densidade de fibras mielinicas em cada caso foi estimada em cortes
semifinos transversais pelo método de contagem de pontos. Usou-se sistema teste
contendo 36 pontos-teste sobreposto a imagem videomicroscépica composta por

camera Kappa acoplada a microscopio LEICA DMRBE (MANDARIM-DE-LACERDA,
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2003). A contagem foi feita, em cada caso, em 10 campos aleatérios endoneurais

utilizando-se objetiva de x40 (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).

4.5 Analise estatistica

As diferengas entre os grupos foram testadas pela analise de variancia nao
paramétrica de Kruskall-Wallis seguida do teste de Mann—Whitney. Foi usado o valor

de 0,05 como significancia estatistica (ZAR, 1999).

As diferencas de densidade de MCs e de volume de fibrose entre as formas
clinicas LL-BL e TT-BT e entre os casos tratados e virgens de tratamento foram

testadas utilizando-se o teste t de Students.
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5 RESULTADOS

A apresentacao dos resultados foi ordenada em 3 partes: a primeira refere-se
aos dados clinicos relevantes. A segunda parte refere-se a uma descricdo
morfologica sucinta de cada caso e a terceira corresponde aos dados quantitativos

obtidos.

5.1 DADOS CLINICOS

Os pacientes envolvidos neste estudo compreendiam vinte e um homens
(87,5%) e trés mulheres (12,5%) totalizando vinte e quatro pacientes, com proporcao
masculino/feminino de 7:1. As idades variaram de dezesseis a oitenta e dois anos
(médiatDP de 44114 anos). Dentre os vinte quatro casos estudados e de acordo
com a classificacdo de Ridley e Jopling, oito foram classificados clinicamente como
forma lepromatosa polar (LL), onze borderline lepromatosa (BL), trés borderline
tuberculéide (BT) e um tuberculéide polar (TT). Um dos casos, forma neuritica
primaria, ndo foi posicionado na escala espectral de Ridley e Jopling por ndo exibir
padrdo histolégico caracteristico (vide descricdo microscopica do caso 18 em
anexo). Neste caso, a correlagdo clinico-patolégica que poderia conduzir ao seu
posicionamento dentro da escala espectral, foi impossibilitada visto que a paciente
ndo retornou ao hospital apds o resultado da biopsia. Do total de vinte e quatro
casos estudados, em quatro casos as lesdes estavam restritas aos nervos

periféricos (forma neuritica primaria).
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Observou-se associacdo da hanseniase com hipertenséo arterial sistémica
em trés casos, diabetes mellitus em trés casos, nefrolitiase em um caso, uso de
maconha e cocaina em um caso, tuberculose pulmonar em um caso e
concomitancia de neoplasia maligna e psoriase em um caso. Apenas um paciente

relatou caso de hanseniase na familia embora ndo coabitasse com este familiar.

Do grupo de pacientes tratados, 66% exibiram mais de 2 episédios de reacao
durante e apds o tratamento. Em 33% dos pacientes nao obtivemos esta informacéao.
Em dois pacientes a doenca foi considerada clinicamente como recidiva sendo um

deles recidiva neural. A Tabela 1 resume 0s aspectos clinicos descritos.

A despeito de ndo haver, na maior parte dos prontuarios, formulario ou
protocolo de exame sistematico do Sistema Nervoso Periférico, 0s nervos mais
freqientemente citados como acometidos foram: nervo ulnar 54%; nervos tibial
posterior, fibular e mediano 33%; nervo sural, 20%; nervo auricular, 16%; nervo
popliteo lateral 12,5%; nervo radial, 8,3 e nervo facial 4%. Em cinco pacientes

(20,8%) esta informacé&o nao constava nos prontuarios.

O exame eletroneuromiografico revelou mononeuropatia multipla em 29%
dos casos, polineuropatia sensitivo motora em 29%, mononeuropatia simples em 4%

e em nove pacientes (37%) esta informacéo ndo constava dos prontuarios.

Nos pacientes virgens de tratamento, o tempo de duragdo dos sintomas no
momento da biopsia variou de seis meses a seis anos. Entre os pacientes tratados

este tempo variou de trés a vinte anos.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas dos 24 pacientes com neuropatia hansénica.

1 M 42
2 M 52
3 M 45
4 M 48
5 M 49
6 M 25
7 F 37
8 M 37
9 M 16
10 M 58
11 M 71
12 M 28
13 M 42
14 M 44
15 M 39
16 M 56
17 F 38
18 F 40
19 M 44
20 M 50
21 M 31
22 M 34
23 M 30
24 M 82

BT
LL
LL
BL
BL
LL
BL
BL
BL
BL/NP
LL
LL/NP
BL/R
BL
TT
BL
BL/R
?/NP
BT/NP
BT
LL
BL
LL
LL

VT

VT

10 meses
Hipertensao arterial 8 anos
6 anos
8 anos
7 anos

Sem informacé&o

9 anos

3 anos

Tuberculose 3 anos
Hipertensao arterial 6 meses
Hipertensdao arterial 8 anos
6 meses

Diabetes mellitus 16 anos
Diabetes mellitus 6 anos
5 anos

Sem informacé&o
Diabetes mellitus 20 anos

Sem informacéao

Uso de cocaina 3 anos
12 anos
6 anos
Nefrolitiase 4 anos
10 anos
Neoplasia maligna e 1 ano
psoriase

Tabela 1. M=masculino; F=feminino; LL=lepromatosa; BL=borderline lepromatosa;

BT=borderline tuberculéide; TT= tuberculdide; T=tratado; VT= virgem de tratamento;

NP= neuritica primaria; R=recidiva; Tempo de evolucdo= tempo decorrido entre o

inicio relatado dos sintomas e a biopsia do nervo.
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5.2 DADOS QUALITATIVOS

Em vinte e trés dos vinte e quatro fragmentos de nervo sural estudados, foram
identificadas alteracfes histopatoldgicas caracteristicas de hanseniase, variando em
aspecto e grau. Observou-se acometimento fascicular nas formas TT-BT (Figura 2
A), com alguns feixes preservados ao lado de outros destruidos contendo abundante
material caseoso. Histologicamente nestes casos observaram-se granulomas
epitelidides com células gigantes e linfocitos (Figura 2 B). Nas formas LL-BL houve
acometimento uniforme dos diversos feixes que compdem o nervo (Figura 2 C) com
aspecto histopatologico amplo variando entre a presenca de raros bacilos sem
celularidade inflamatoria, até grande quantidade de bacilos com células
inflamatorias, nem sempre na mesma proporc¢éo da carga bacilar encontrada (Figura

2 D e E). Somente em um
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5.2.1 Alteracgdes epineurais e perineurais

Comparando com nervo sural normal (Figura 3 A), observamos no epineuro,
fibrose em graus variaveis presente em 95,8% dos casos estudados, independente
da forma clinica (Figura 3 B e C). Ainda neste compartimento, observou-se em 70%
dos casos, dilatacéo e proliferacdo de vasos de médio e pequeno calibre, em geral
circundando os diversos feixes nervosos (Figura 4 A e B). Esta alteracdo foi

observada, sobretudo nos casos tratados.

O perineuro exibiu alteracbes em 83% dos casos e os achados mais
frequentes foram a perda do aspecto compacto e consequente multilaminacéo de
suas camadas com fibrose entre elas (Figura 4 C). Este aspecto foi observado em
especial nos casos BL-LL, estando ausente nos casos BT-TT. Nos casos virgens de
tratamento, células inflamatorias além de bacilos permeavam as diversas camadas
perineurais (Figura 4 D). Em seis casos (25%), todos tratados e com mais de oito
anos de histdria clinica, observou-se aspecto peculiar das células perineurais
invadindo e subdividindo o endoneuro em multiplos microcompartimentos (Figura 5

A e B).

5.2.2 Alteracdes endoneurais

Em todos os casos houve perda de fibras mielinicas de grande e pequeno
calibre que variou entre 5 e 100% com substituicao por fibrose endoneural (Figura 5
A e B). Neoformacao vascular endoneural foi observada em 25% dos casos (Figura

4 B e C). Em quinze casos, sendo cinco virgens de tratamento, a perda de fibras
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variou entre 90 e 100%. Mielina fina indicando remielinizac&o foi observada em 62%
dos casos. Sinais de degeneracdo axonal foram observados em 12% dos casos,
todos virgens de tratamento. Em 20% dos casos foram observados brotamentos

axonais indicando regeneracéo. Atrofia axonal foi observada em 16% casos.

Em quatorze dos quinze casos tratados observou-se quantidade variavel de
vacuolos contendo restos bacilares fracamente corados nos trés compartimentos do
nervo, porém com amplo predominio endoneural. Neste compartimento,
localizaram-se em torno de vasos (Figura 5 C) ou no espaco sub perineural (Figura 5

D). Em um caso tratado foram identificados bacilos integros no endoneuro.

Um dos casos exibiu volumosa area de necrose caseosa contendo diversos
depositos de célcio e circundada por escasso infiltrado inflamatorio do tipo residual
sem granulomas ou células gigantes (Figura 6 A). Este evento é referido na literatura

sobre hanseniase como abscesso neural.

Em 12% dos casos (forma BL), dois virgens de tratamento e um tratado,
observamos no endoneuro, caracteristicas histoldgicas compativeis com reacao
neural. Tais caracteristicas foram representadas pela presenca de grande
quantidade de linfécitos em meio a congestao vascular e edema endoneural (Figura
6 B e C) associados a presenca de células epitelidides agrupadas esbocando
granulomas sem necrose caseosa no endoneuro (Figura 6 D e E). Em coloracdo
pelo Wade foram observados nestes casos, bacilos granulares isolados ou
formando globias (Figura 6 E, detalhe). A associacdo de lesdo granulomatosa com
bacilos facilmente identificaveis em pacientes BL, é compativel com reacédo intra

neural.
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Os achados histopatoldgicos prevalentes encontrados nos casos de pacientes

tratados e portadores de dor cronica estdo enumerados na tabela 2.

Tabela 2 — Aspectos morfolégicos observados nos quinze pacientes tratados e
portadores de dor crdnica.

MORFOLOGIA N® DE CASOS PERCENTUAL
Fibrose epineural 14 casos 93%
Fibrose e multilaminagao perineural 13 casos 86%
Fibrose endoneural 13 casos 86%
Neoformacao vascular epineural 13 casos 86%
Restos bacilares endoneurais 12 casos 80%
Neoformacao vascular endoneural 6 casos 40%
Bacilos integros 1 caso 6%
Necrose caseosa 1 caso 6%

Nervo sem alteragfes caracteristicas 1 caso 6%
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5.3 DADOS QUANTITATIVOS

5.3.1 Quantificacdo dos Mastdcitos

Os MCs imuno-histoquimicamente marcados pelo anticorpo monoclonal
antitriptase, foram facilmente identificados nos nervos de ambos os grupos estudo e
controle, exibindo nitida positividade citoplasmatica granular (Figura 7 A e B).
Observou-se que, em ambos 0s grupos, a densidade numérica de MCs no epineuro
foi maior que no peri-endoneuro embora com valores muito mais altos no grupo
estudo (Figura 7 A e B). Foram identificados ora isolados ora agrupados e seu
aspecto morfolégico variou entre células alongadas e fusiformes ou pequenas e
redondas (Figura 7 C). No grupo estudo apresentaram-se ora integros, ora
desgranulados sendo o ultimo aspecto observado com freqiéncia no epineuro e
muito raramente no endoneuro. No grupo controle nao foi observada desgranulagéo.
A liberacdo dos granulos ocorreu em pequena quantidade do tipo “saca bocado”
(Figura 7 D) ou, mais frequentemente, de forma explosiva (Figura 7 E). Apos a
desgranulacdo, os granulos livres e igualmente marcados, foram identificados com
facilidade (Figura 7 F). A densidade mastocitaria por mm?, avaliada por meios
estereoldgicos, foi significativamente mais alta no grupo com hanseniase que no
grupo controle e no epineuro que no endoneuro (p< 0,001) (Gréfico 1). Comparando
a densidade de MCs entre as formas TT-BT e LL-BL contidas no grupo estudo, ndo
houve diferenca significativa (p>0,05). Separando o grupo estudo em tratados e
virgens de tratamento, também ndo observamos diferenca significativa (p> 0,05)

quanto a densidade mastocitaria.
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Gréafico 1. Densidade de MCs no epineuro e no endoneuro de ambos 0s grupos
controle e estudo. A densidade de MCs foi significativamente maior em ambos 0s

compartimentos quando comparada a dos casos controle.

5.3.2 Quantificacéo da fibrose

Os nervos com hanseniase exibiram aumento global de fibrose se
comparados aos nervos controle (Figura 3 A, B e C). Observamos ainda maior
percentual de fibrose no epineuro que no endoneuro em ambos 0s grupos
estudados porém, com valores bem mais altos no grupo com hanseniase.
Comparando a densidade de volume de fibrose entre as formas TT-BT e LL-BL, ndo
houve diferenca significativa (p>0,05). Separando o grupo estudo em tratados e
virgens de tratamento, observou-se maior percentual do volume de fibrose no grupo

de pacientes tratados (p<0,05).
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O Grafico 2 mostra o volume percentual de fiborose em ambos 0s grupos
estudo e controle. Comparando-se a progresséo da fibrose no epineuro e no peri-
endoneuro vemos uma compatibilidade ascendente de crescimento até 50% do
volume de fibrose por mm?. A partir deste ponto observa-se somente aumento da
fibrose epineural. Ao compararmos o volume de fibrose epineural com a densidade
de MCs por mm? no epineuro, utilizando um grafico de regressao linear (Gréfico 3),
vemos uma associacdo forte e significativamente ascendente entre ambos (p<
0,005). Ao contrario, o volume de fibrose endoneural ndo correlacionou com a

densidade de MCs neste compartimento do nervo.
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Gréfico 2. Volume de fibrose no epineuro e no peri-endoneuro de ambos 0s grupos
controle e estudo. No grupo com hanseniase, o volume de fibrose foi maior em

ambos os compartimentos do nervo.
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Gréafico 3. Grafico de regressao linear comparando a densidade dos MCs e o

volume de fibrose no epineuro. A equacao linear e o coeficiente R sdo mostrados.

5.3.3 Quantificacéo das fibras mielinicas

A andlise quantitativa da densidade de fibras mielinicas de grande e pequeno calibre
foi efetuada em ambos os grupos | (estudo) e Il (controle). No grupo controle,
observou-se um percentual médio de 55% de fibras ocupando o espac¢o endoneural
com coeficiente de variagdo de 6%. Nos casos com hanseniase houve significativa
perda de fibras (p<0,001) com percentual médio de fibras de 10 % . Separando-se
graficamente os casos com hanseniase em “tratados e virgens de tratamento”
observou-se que o0s pacientes virgens de tratamento, no momento do diagnéstico ja

apresentavam consideravel perda de fibras com valores médios de 15% de fibras

remanescentes (Grafico 4 — A e B).
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Gréfico 4 - A e B. (A) Densidade de fibras mielinicas em ambos 0s grupos
estudados. Separando o grupo | em virgens de tratamento e tratados (B) observa-se

gue, ao iniciar o tratamento, a perda de fibras ja era consideravel.



Discussao 59

6 DISCUSSAO

O principal objetivo deste estudo foi, a partir de estimativa quantitativa,
investigar o papel dos MCs na neuropatia hansénica. Entretanto, a revisdo dos

dados clinicos revelou alguns aspectos relevantes, merecendo breve comentario.

6.1 BIOPSIA DO NERVO SURAL NA HANSENIASE

O nervo sural é o nervo periférico mais rotineiramente estudado na maior
parte dos laboratérios no mundo e tem sido de grande importancia diagnostica nas
neuropatias periféricas (PEDLEY et al, 1980; HAIMANOT et al, 1984; GIBBELS et al,
1987; ANTHONY & CRAIN, 1996). Seu predominio no material cirargico deve-se ao
fato de ser ele um nervo sensitivo, de topografia distal, trajeto anatémico previsivel,
organizacao fascicular de fibras e com parametros morfométricos de normalidade
conhecidos. E ainda acessivel a avaliacéo eletrofisiolégica, permite a dissec¢do de
grande extensdo de suas fibras e ndo esta exposto as lesdes do dia-a-dia. Sendo
ele sensitivo, ndo acarreta déficit neuroldgico exceto por limitada area de anestesia
na face lateral do pé (MIDRONI & BILBAO, 1995). Do ponto de vista técnico sua
biopsia é de facil execucdo. Por todos estes motivos observamos que, no material de
arquivo, foi este o nervo mais freqientemente escolhido para biopsias em casos

suspeitos de hanseniase e outras neuropatias.
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As biopsias de nervo periférico sdo em geral realizadas com objetivo
diagnéstico para esclarecimento de neuropatia periférica. Entretanto, seu valor vai
além do esclarecimento diagnoéstico. Na hanseniase, a parte da forma neuritica
primaria onde este procedimento é essencial e inegavel, o exame do nervo periférico
€ considerado por alguns autores como mais informativo e especifico que o da pele,
auxiliando também na classificacdo da doenca (KUMAR et al., 1996). Sua utilidade
estende-se aos pacientes tratados, mas com queixas neurologicas novas ou
persistentes (JACOBS et al., 1993; PORICHHA et al., 2004). Nestes casos a biopsia
pode indicar reativacdo ou atividade da doenca. Portanto, mesmo diante de forte

suspeita clinica de hanseniase, uma neuropatia atipica justifica a biopsia.

Em apenas um caso da série estudada, o exame microscoépico do nervo sural
nao exibiu alteracdes caracteristicas, ndo colaborando para o diagndéstico. Neste
caso especifico, em que a clinica neurolégica apresentada pelo paciente era de
mononeuropatia restrita ao nervo ulnar, opcdes alternativas de nervo periférico
poderiam ter mais utilidade para a determinacdo do diagnostico. Dentre estas
opcOes estdo os ramos cutaneos do nervo radial e do nervo ulnar. O dltimo é tao
importante nas investigacfes diagnosticas de membro superior quanto o sural para o
membro inferior. Entretanto ha na literatura, poucos estudos enfatizando estas
opcOes alternativas (SHETTY et al., 1980; FREITAS et al., 1998). Portanto, nos
casos de doenca localizada deve-se considerar outras opcbes de nervo mais

condizentes com o quadro clinico apresentada pelo paciente.

Em apenas dois casos da série estudada (formas BL), a biopsia foi de
natureza fascicular. Esta abordagem tem como objetivo minimizar o déficit sensitivo,
entretanto, reduz a ja pequena amostra de tecido disponivel para diagnostico. Na

hanseniase, em que o acometimento do nervo periférico nas formas tuberculdides é



Discussao 61

fascicular, esta opcdo de procedimento pode dificultar ou mesmo impedir o

diagnéstico.

Estudos de eletroconducdo dos nervos periféricos na hanseniase séo de
especial valor nas formas neuriticas primarias, auxiliam no monitoramento da
resposta ao tratamento colaborando ainda para melhor compreensdo sobre a
patogénese da doenca. Devido ao padrao assimétrico de acometimento dos nervos
na hanseniase, o aspecto de mononeuropatia mdultipla é mais freqientemente
relatado (MIDRONI & BILBAO, 1995; CHIMELLI et al., 1997; SKACEL et al., 2000;
JARDIM et al., 2004). Entretanto, na série estudada observou-se, em alguns casos,
padrdo de polineuropatia sensitivo-motora. Isto pode ser explicado pelo curso lento,
progressivo e insidioso da hanseniase que, com o tempo, pode tender a simetria

com alteracdo do padréo eletromiografico (MIDRONI & BILBAO, 1995).

6.2 ASPECTOS CLINICOS GERAIS

Embora com indices de prevaléncia em queda, a hanseniase se mantém
como a principal causa de neuropatia ndo traumatica e incapacidades no mundo
(NATIONS et al., 1998; BRITTON & LOCKWOOD, 2004). A série de casos estudada

pde em evidéncia a posi¢ao central que o dano neural ocupa na doenca.

Sabe-se que a hanseniase afeta mais homens que mulheres na propor¢éao de
2:1 (BRYCESON & PFALTZGRAFF, 1990; BRITTON & LOCKWOOD, 2004). Em
nossa casuistica de biopsias de nervo obtidas de pacientes com hanseniase,
observamos proporcao bizarra de 7:1 na relacdo masculino/feminino, bem mais alta

do que a relatada para a doenca. Entretanto, nossos achados estdo de acordo com
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outros da literatura referentes a biopsias de nervo em hanseniase (PEDLEY et al,
1980; UPLEKAR et al, 1986; KAUR et al, 1991). Nosso numero de casos, embora
pequeno, reforca a nocado de predominio de neuropatias mais graves em homens e

nas formas LL-BL (LOCKWOOD & SCOLLARD, 1998; WHO, 2001).

Em alguns pacientes observou-se a associacdo de hanseniase com outras
doencas comuns como hipertensédo arterial, diabetes e neoplasia maligna. Sabe-se
que pacientes diabéticos tém susceptibilidade aumentada a infec¢des bacterianas e
fungicas bem como dificuldade de recuperacdo destas infeccbes (SAVIN, 1974).
Nigan e cols. (1979) observaram incidéncia de diabetes bem mais alta entre
pacientes com hanseniase do que na populacdo em geral, sugerindo que esta
associacao facilita ndo s6 a manutencéo da cronicidade da doengca como também o
namero de reacfes. Convém assinalar que, como sera visto adiante, os dois
pacientes da série que apresentaram recidiva eram também diabéticos. Outro ponto
a ser ressaltado € que, neuropatia de curso crénico e progressivo, pode ser
encontrada tanto na hanseniase quanto no diabetes (ANTHONY & CRAIN, 1996).
Portanto, em um pais onde a hanseniase € endémica, a presenca de uma condicao
patolégica que acometa o0 nervo periférico ndo deve excluir a possibilidade de

hanseniase quando h& suspeita clinica.

Na série de casos estudada, no momento do diagnostico observou-se que
40% dos pacientes ja exibiam incapacidades graves indicando diagnostico tardio.
Esta avaliacdo mostra que ha ainda um numero de doentes que, ou ndo tém acesso
ao Sistema de Saude ou s adquirem consciéncia da enfermidade numa fase ja
avancada. O diagnoéstico tardio representa o maior 6nus para o Sistema de Saude e

para o paciente que passa a conviver com 0 medo da rejeicao.
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Um dos casos merece comentario a parte por ilustrar a concomitancia de
hanseniase e tuberculose pulmonar. A natureza da relacdo entre estas duas
micobacterioses tem sido fonte de debate na literatura e, mesmo nos paises onde
ambas as doencas sédo endémicas, esta associacao nao é tao frequente (LEE et al.,
2003). Ao mesmo tempo em que exibem aspectos em comum, alguns autores
apontam para um antagonismo entre elas em bases imunologicas, clinicas e
epidemiolégicas (KUMAR et al.,, 1982; LIETMAN et al., 1997). No caso da série
estudada que apresentou associacdo dessas duas doencas, O aspecto
histopatoldgico do nervo periférico foi consistente com forma borderline lepromatosa
com caracteristicas histologicas de reacdo neural (vide descricdo microscopica do
caso 9 em anexo). Acreditamos que a pequena quantidade de bacilos observada no
nervo, porém formando globias, deveu-se provavelmente ao alto poder bactericida
da rifampicina utilizada pelo paciente para tratamento de sua tuberculose. E ainda
provavel que a medicacdo antituberculose tenha precipitado quadro de reacao
neural uma vez que o paciente refere piora de neuropatia ja existente apdés iniciar
tratamento para tuberculose. Neste caso, a tuberculose parece ter retardado e

mascarado a presenca de hanseniase.

A outra particularidade envolvendo o mesmo paciente diz respeito ao fato de
que, ao exame clinico, o paciente sendo reconhecido com forma BL, apresentava
lesédo cutanea unica. Com o intuito de simplificar e facilitar o tratamento em locais
onde o exame bacterioldgico € impraticavel, a OMS houve por bem categorizar os
pacientes em 2 grupos, segundo critério essencialmente clinico: pacientes com até 5
lesbes cutaneas seriam paucibacilares e, multibacilares com mais de 5 lesdes
cutaneas (WHO, 1998; LOCKWOOD & KUMAR, 2004). Tém havido entretanto na

literatura, criticas por parte de alguns autores abrindo discusséo sobre a validade da
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classificacdo simplificada que néo leva em conta o exame neurolégico e ignora a
carga bacilar (KAR et al.,, 2004; KUMARASINGHE & KUMARASINGHE, 2004;
NORMAN et al, 2004; SCOLLARD, 2004). Considerando que o Brasil vem
progressivamente implementando o controle sobre a doenca e, tendo em vista que a
composicdo de drogas bem como a duracdo do tratamento sao diretamente
dependentes de classificacdo correta, a preocupacdo em bem classificar os
pacientes é plenamente justificada. O caso em questao pde em discussao a validade
da classificacdo simplificada e mostra que um numero de pacientes multibacilares
pode, equivocadamente, receber tratamento para pacientes paucibacilares

aumentando o risco de recidivas e reacoes.

Quatro casos da série estudada foram classificados como forma neuritica
primaria, entidade clinica bem reconhecida e pouco freqiente em que o
acometimento do nervo periférico ocorre sem lesdo cutanea aparente. Um dos
maiores problemas neste grupo de pacientes tem sido a dificuldade de sua
classificacdo visto que dela depende o planejamento terapéutico adequado. Seu
enguadramento na escala espectral de Ridley e Jopling (1966) é problematico uma
vez que esta se baseia em parametros cutaneos muitas vezes sem correspondente
no nervo. Ridley e Jopling (1966) fazem referéncia a forma neuritica primaria,
destacando o numero de nervos espessados como parametro importante para sua
classificacdo. Segundo os autores, havendo um ou dois nervos espessados “é
provavel que se trate de forma TT-BT. Com mais de dois nervos espessados, 0

paciente deve ser considerado borderline”. Enfatizaram ainda que para a correta

classificacdo destes casos, a biopsia do nervo é necessaria.
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Pacientes com a forma neuritica primaria tém sido incluidos historicamente no
grupo TT-BT em virtude da baciloscopia cutanea ser negativa e o teste de Mitsuda,
quando realizado, ser em geral, positivo (GIRDHAR, 1996). Entretanto, a literatura
tem mostrado que este grupo de doentes pode se posicionar em todo o espectro da
classificacdo podendo exibir caracteristicas virchowianas na histologia do nervo
(PANNIKAR et al., 1983; JACOB & MATHAI, 1988; KAUR et al.,, 1991). Para
classificar estes casos sem a biopsia do nervo, outros indicadores como o numero
de troncos afetados tém sido utilizados, mas com resultados conflitantes e ineficazes
para informar a gravidade da doenca (KAUR et al, 1991; SUNEETHA et al, 1998,
2000-2001; KUMAR et al, 2004). Revendo a literatura observamos néo haver, até o
presente momento, consenso sobre como classificar e conseqientemente tratar
estes casos (HANDA & DOGRA, 2003). Alguns autores sugerem que todos 0s casos
da forma neuritica primaria sejam posicionados no grupo LL-BL (GIRDHAR, 1996).
As normas nacionais recomendam a classificacdo operacional em grupo multibacilar

(MB)/paucibacilar (PB), utilizando parametros clinicos e baciloscopicos.

Os pacientes da série em estudo com a forma neuritica primaria foram
classificados baseando-se no aspecto do infiltrado celular e na carga bacilar
presentes no nervo biopsiado, associado ao numero de troncos nervosos afetados.
Em um destes casos, a presenca de raros bacilos foi observada com lesées minimas
do nervo e os achados, embora permitindo o diagnostico, ndo foram suficientes para
classificar a doenca com seguranca em bases histologicas. Considerando que a
paciente em questdo exibia maos em garra e pé caido, talvez no nervo escolhido
para biopsia, a doenca estivesse em fase muito precoce. Neste caso, as opcoes
alternativas de biopsia ja& comentadas, talvez tivessem contribuido mais para a

classificacdo da doenca.
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Da série estudada, dois dos casos classificados como forma neuritica primaria

desenvolveram lesdes cutidneas durante o tratamento.

Considerando que a mucosa nasal € a principal porta de entrada e de
disseminacdo do M. leprae, a biopsia e/ou esfregaco da cavidade nasal tém sido
empregados para investigar este grupo de pacientes com resultados satisfatorios em
cerca de metade deles (SUNEETHA et al, 1998). Outros autores biopsiando areas
cutdneas anestésicas em pacientes com a forma neuritica primaria encontraram
alteracOes caracteristicas de hanseniase em cerca de 30% dos casos (SUNEETHA
et al., 1998a; MENICUCCI et al., 2005). Estes dados sugerem que a forma neuritica
primaria ndo esta confinada apenas ao nervo periférico. Mostram que a maior parte
dos pacientes classificados com esta forma, passam por uma fase neuritica primaria
e que s6 um numero restrito de pacientes mantém acometimento isolado dos nervos

periféricos.

Consultando os prontuéarios dos pacientes da casuistica e cujos nervos foram
estudados, observamos que posicionar um paciente dentro da classificacdo
espectral de Ridley e Jopling amplamente utilizada, nem sempre é tarefa simples e
facil. Mesmo os profissionais mais experientes, tendo a médo dados clinicos e
laboratoriais, encontram dificuldades em alguns casos. A idéia de classificacao
precisa e imediata, sem chances de erro, é va. Ordenar em grupos uma determinada

doenca € uma necessidade de comunicacédo,faada
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constante das lesGes, um doente examinado com diferenca de alguns dias, pode

provocar duvidas e discordancias quanto ao posicionamento em uma classificacao.

6.3 ASPECTOS QUALITATIVOS E QUANTITATIVOS

Considerando a relacdo estreita entre ambos, 0s comentarios sobre o0s

aspectos qualitativos e quantitativos serao feitos em conjunto.

6.3.1 Aspectos morfoldégicos gerais

Na série de casos estudada os achados morfolégicos foram semelhantes aos

ja descritos na literatura e por este motivo serdo alvo de comentério breve.

As lesdes observadas nos casos de neuropatia hansénica foram de grande
diversidade exibindo padrdes variados de resposta tecidual. Os diversos feixes que
compdem o nervo foram acometidos homogeneamente nas formas LL — BL ou, ao
contrario, de modo fascicular nas formas TT-BT, coexistindo com outros vizinhos
com estrutura preservada. No caso sem celularidade inflamatéria, porém contendo
raros bacilos, 0 sucesso da deteccdo bacilar deveu-se ao exame de cortes

histoldgicos sucessivos seriados com objetiva de imersdo em 6leo x100.

A populacédo de fibras mielinicas de grande e pequeno calibre mostrou-se
comprometida em todos os casos, sendo em um deles a Unica alteracdo patologica
associada a presenca de bacilos. Vale ressaltar que, em cinco pacientes virgens de
tratamento e com historia clinica de 6 a 10 meses de duragdo, 0s nervos ja exibiam

perda de 80 a 100% das fibras. Isto reforca a nocédo de que a neurite é silenciosa na
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maior parte do tempo. No capitulo referente aos resultados, o grafico 4 B mostra que
o tratamento ndo contribuiu para a recuperacdo da densidade de fibras,

provavelmente pela fibrose que, uma vez instalada, impede a regeneracao do nervo.

Dois casos virgens de tratamento exibiram sinais de degeneracdo axonal e, a
auséncia deste achado nos casos tratados, foi uma evidéncia de eficacia do

tratamento que impediu a progressao da destruicao de fibras.

A presenca de remielinizacdo e de regeneracdo axonal observados podem
também ser interpretados como indicativos de eficacia do tratamento insuficientes
entretanto, para restaurar as funcdes do nervo. A despeito de tratamento regular
com diminuicdo da inflamacédo, ha uma tentativa de regeneracdo que é escassa,

insuficiente e funcionalmente ineficaz.

Alguns aspectos morfoldgicos relevantes dentro do contexto dos objetivos

deste estudo seréo abordados em separado e a seguir.

6.3.2 Aspectos morfolégicos observados nos pacientes portadores de dor
cronica

Estudo realizado no Brasil, em centro de referéncia para tratamento de
hanseniase, revelou que 57% dos pacientes tratados queixa-se de dor cronica
intensa que interfere em sua qualidade de vida (STUMP et al., 2004). Segasothy e
colaboradores (1986) observaram que a quantidade de analgésicos consumida por
pacientes com hanseniase era alta o suficiente para causar necrose das papilas

renais. A despeito da hanseniase cursar com perda sensitiva, a dor cronica tem se
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manifestado como problema importante ndo havendo ainda na literatura estudo
histopatoldgico dos nervos periféricos nestes pacientes (CROFT, 2004; HAANPAA et

al., 2004).

Em quinze dos vinte e quatro casos da série estudada, a biopsia do nervo foi
motivada por dor cronica e persistente em pacientes que haviam completado a PQT,
sem boa resposta ao uso de corticosteroides. Esta fracdo do material proporcionou
oportunidade impar de observar as alteracbes morfologicas prevalentes nestes
casos que pudessem contribuir para a compreensdo dos mecanismos envolvidos
nos episodios dolorosos. As alteracdes morfologicas prevalentes observadas nestes

casos e enumeradas na tabela 2 serdo abordadas em seguida.

6.3.2.1 Fibrose

O colageno, um dos principais componentes do nervo periférico
humano e contribuindo com 49% de seu conteudo protéico, é essencial a sua
integridade estrutural (SEYER et al., 1977). Ao contrario de varios estudos
investigativos enfocando alteracbes dos axonios, da mielina e o componente
inflamatorio que acompanham a hanseniase, a fibrose do nervo, que tem papel
crucial no dano neural, tem recebido pouca atencdo. O achado histopatologico
comum a praticamente todos os casos da série estudada foi representado por
fiborose global do nervo. A fibrose epineural nos pareceu de surgimento mais
precoce. Observou-se gque mesmo 0S casosS cujos nervos exibiam alteracbes
inflamatorias leves ja apresentavam algum grau de fibrose neste compartimento do

nervo.
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Em relacéo a fibrose endoneural, constatamos que, no momento da biopsia,
80% dos casos ja se apresentavam total e definitivamente danificados com perda de

90 a 100% de suas fibras.

Analisando o grafico de quantificacdo do volume de fibrose por mm?
observamos que o grau de fibrose endoneural ocorreu até um limite médio maximo
de 50% por mm?. Isto pode ser explicado pela pressdo que o cinturdo perineural
exerce sobre o endoneuro, contendo-o e delimitando-o. Ao contrario, a quantidade
de fibrose no epineuro parece ilimitada visto que este nao possui nenhuma
delimitacdo anatdmica. A fibrose epineural progressiva sem limites na hanseniase,
transforma o epineuro em revestimento denso, rigido e inelastico que acaba por
aprisionar o nervo facilitando sua aderéncia as estruturas adjacentes, em especial
nos tuneis fibro-6sseos. Nenhuma outra neuropatia é capaz de produzir tamanha
quantidade de fibrose. Esta fibrose excessiva parece beneficiar mais o bacilo que o
hospedeiro visto que dificulta a difusdo de medicamentos e contribui para aumentar

a aderéncia do nervo as estruturas vizinhas.

No grupo estudado, ao comparar o volume de fibrose por mm? entre as
formas clinicas LL-BL e TT-BT, ndo obtivemos resultado significativo (p>0,05).
Entretanto, a comparacdo da densidade de volume de fibrose entre os casos
tratados e virgens de tratamento foi significativa entre os grupos (p<0,05), mostrando
sua relacdo com o tempo de evolucdo da doenca. Nestes casos tratados com
histéria clinica de longa duracdo, observou-se que, nem o tratamento adequado,
nem os diversos ciclos de corticoterapia ministrados a estes pacientes, impediram a

progressao da fibrose.
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Nervos totalmente substituidos por fibrose e definitivamente inutilizados sob o
ponto de vista funcional, podem ser sede de dor intensa. Na verdade, o tratamento
preconizado pela OMS visa o bacilo. Ele ndo impede a fibrose crescente nem a dor
cronica que acomete alguns pacientes. O espessamento global do nervo e a
crescente pressao intraneural acabam comprometendo sua irrigagdo acrescentando
mais um fator contribuinte para a piora e perpetuacdo da dor que aflige alguns
pacientes por muito tempo apos o tratamento. N&o encontramos, na literatura sobre

hanseniase nenhum estudo quantitativo semelhante.

6.3.2.2 AlteracOes perineurais

O primeiro a notar a participacdo do perineuro na patogenia da disfuncdo
nervosa da hanseniase foi Virchow que, em 1864 deu o nome de “perineurite” a
proliferacdo das camadas perineurais (apud PEARSON & WEDDELL, 1975b). Tendo
o perineuro funcdo de barreira, qualquer alteracdo em sua cito arquitetura deixa
vulneravel o conteudo endoneural. Vale ressaltar que uma das vias sugeridas para a
entrada do bacilo no nervo € a via perineural. Alguns estudos com lesGes cutaneas
precoces mostraram que, em todas as formas de hanseniase, o tecido epineural é
rico em macréfagos contendo M. leprae e que as fendas perineurais, alargadas pela
multilaminacdo e inflamacéo, permitem a migracdo destes macrofagos para o
endoneuro (CHANDI & CHACKO, 1986). Scollard (1999) demonstrou muito
claramente o papel dos vasos epi e perineurais para a penetracdo dos bacilos no

endoneuro na fase inicial da doenca.
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Na literatura sobre hanseniase, a despeito do grande numero de trabalhos
com nervos periféricos, descricdes sobre as alteracdes do perineuro sdo raramente
encontradas (PEARSON & WEDDELL, 1975b; VALLAT et al., 1991; CHIMELLI et al.,
1997). Na série de casos estudada o perineuro, identificado pela orientacdo circular
de suas fibras, esteve alterado em vinte deles de forma e intensidade variadas. A
multilaminacéo, representada pela separacdo das camadas perineurais com fibrose
entre elas, foi um dos achados mais prevalentes. Foi observada com freqiéncia nos
casos BL e LL estando ausente nos casos BT e TT. Em alguns casos virgens de
tratamento observamos também multilaminacdo com permeacdo das diversas
camadas perineurais por células inflamatérias mononucleares e por bacilos integros.
A perda da propriedade de semi permeabilidade e elasticidade do perineuro, tem
reflexos no endoneuro podendo interferir na penetracdo de medicamentos,

contribuindo para maior incidéncia de viabilidade dos bacilos no nervo.

Em 25% dos casos estudados, todos eles formas LL-BL tratadas e com mais
de 8 anos de historia clinica, observamos aspecto peculiar das células perineurais
que invadem e subdividem o endoneuro em multiplos microfeixes, circundando-os
completamente. Este ndo é um achado comum tendo sido raramente observado na
neuropatia por hanseniase (PEARSON & WEDDELL, 1975b; VALLAT et al., 1991,
CHIMELLI et al.,, 1997). Consideramos que a microfasciculacdo observada na
hanseniase deve ser muito mais freqiente que o relatado, porém, pode passar
despercebida em coloragbes rotineiras, tornando-se mais nitida em cortes
semifinos. Enquanto Pearson e Weddel (1975b) ndo especificaram sua incidéncia,
Vallat e colaboradores (1991) relataram este aspecto em 20% de seus casos. Esta
alteracdo nao parece ser especifica da hanseniase visto que foi também observada

em outras neuropatias (NESBITT & ACLAND, 1980).
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A forma como o endoneuro € reestruturado em varios minifeixes ndo esta
completamente esclarecida. A opinido prevalente baseada em estudos
experimentais sugere que lesdo do perineuro com consequente aumento de sua
permeabilidade €& fator desencadeante para a proliferacdo minifascicular no
endoneuro (NESBITT & ACLAND, 1980; JOHNSON & KLINE, 1989). Outros autores
destacam o papel dos axdnios em regeneracdo como um fator estimulante para a
diferenciacédo de fibroblastos endoneurais em células perineurais (POPOVIC et al.,

1994).

6.3.2.3 Alteracfes vasculares

Em 70% dos casos foram observadas alteracbes vasculares epineurais,
representadas por dilatacéo e proliferacdo de vasos sanguineos, na maior parte das
vezes circundando os diversos feixes nervosos. Embora esta alteracédo seja descrita
na literatura associada a vasculopatias e a neuropatia diabética (SCHUTZ &
SCHRODER, 1997; MAWRIN et al., 2001) ela se mostrou exuberante nos casos
estudados de neuropatia hansénica. O aumento do numero de vasos no epineuro foi
observado nos nervos de pacientes tratados, com histéria clinica de longa duracéo e
com acentuado grau de fibrose neste compartimento. Esta observacdo esta de
acordo com outra Unica descricdo na literatura em relacao a hanseniase (JACOBS et

al., 1993).

A angiogénese € um processo complexo que envolve varias etapas algumas
das quais mediadas por MCs (DINES et al., 1997). Diversos estudos clinicos e
experimentais demonstraram evidéncias de interacbes importantes entre MCs e

células endoteliais. Os MCs interferem no crescimento das células endoteliais
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participando assim da neoformacdo vascular. Em contrapartida, as células
endoteliais liberam nucleotideos que provocam desgranulacdo mastocitaria (THARP,
1989). Na série estudada, o predominio de vasos neoformados no epineuro nos
pareceu coincidente com a maior densidade numérica dos MCs neste

compartimento.

Consideramos que a identificacdo de um aumento numeérico dos vasos
epineurais na neuropatia por hanseniase, até o presente momento observada em
apenas um estudo (JACOBS et al.,, 1993), € um dado que se soma a outras
alteracbes ja descritas, merecendo estudo qualitativo e quantitativo mais
aprofundado ndo somente em relacdo a hanseniase mas também por sua provavel

relacdo com a atividade mastocitaria.

Embora exista relacdo anatdbmica entre os vasos epineurais e endoneurais, no
material estudado, a neovascularizacdo endoneural foi observada em apenas seis

casos.

6.3.2.4 Carga bacilar residual e reacao neural

Estudos histopatolégicos demonstraram que, em um mesmo paciente, a
concentracdo de bacilos no nervo pode ser maior que na pele (ANTIA & PANDIA,
1976; SRINIVASAN et al.,, 1982a; SHETTY et al., 1997). Isto se deve ndo s6 a
afinidade especial entre o M. leprae e a célula de Schwann, mas também as
peculiares caracteristicas anatdmicas do nervo periférico que, orientadas de modo a
preservar sua integridade interna acabam por proteger o bacilo, favorecendo sua

sobrevida e multiplicacdo (ANTIA & PANDIA, 1976). Nas lesdes LL-BL tratadas, a
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grande quantidade de restos bacterianos acolhidos dentro do nervo pode levar muito
tempo para ser eliminada mesmo com tratamento adequado (SHETTY et al., 1992).
Este retardo do chamado “clearance” de bacilos mortos, identificados pela falta de
uniformidade na coloracdo sem preservacao de sua morfologia ou afinidade tintorial,
gera uma continua liberacdo de antigenos, podendo provocar dor, reacdes ou
mesmo danificar outro nervo clinicamente ndo acometido pela doenca. Isto explica o
subito acometimento de um tronco nervoso mesmo alguns anos apos a cura clinica

da doenca (JOB, 1989).

Os pacientes tratados da série estudada, portadores de carga bacilar residual
no nervo, cumpriram integralmente o tratamento e a biopsia, realizada até trés anos
pos o término do mesmo mostrou que a eliminacdo destes restos bacilares
antigénicos € mesmo muito lenta podendo durar anos sem que isto signifique
recidiva. Entretanto, alimentam a manutencao de episédios reacionais perpetuando
a inflamacéo e a continua destruicdo do nervo manifestando-se clinicamente com

dor.

Episodios recidivantes de reacdo sao clinicamente importantes, pois causam
dano neural continuo, e contribuem para o desenvolvimento de incapacidades
(NAAFS, 2000b). Embora a maior parte ocorra nos 6 primeiros meses de tratamento,
existe uma expectativa de que 40% dos pacientes venham a exibi-los depois do fim
do tratamento (BERNINK & VOSKENS, 1997; LOCKWOOD & SCOLLARD, 1998;
LOCKWOOD, 2000), sejam eles LL-BL ou TT-BT (SAXENA et al., 1991). Entretanto
sua incidéncia no periodo pés tratamento ndo é tdo bem documentada, talvez pela

dificuldade de acompanhamento dos pacientes por periodos mais longos.
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et al, 1996b; SHETTY et al.,, 1997) e, a despeito da comprovada eficacia do
tratamento poliquimioterapico, casos de recidiva continuam a ocorrer com indices
variando entre zero e 20% (JAMET & JI, 1995; CHEN et al., 1999; SHAW et al.,
2003). Esta discrepancia deve-se, principalmente, a falta de critérios uniformes no
diagnéstico de recidiva, com ocasional inclusédo de casos que de fato néo

representam recidiva.

Considerando-se que a carga bacilar no nervo € mais alta que em todos o0s
outros tecidos, (ANTIA & PANDYA, 1976), ndo surpreende o fato de muitas
recidivas comecarem no nervo. Tendo em vista as ja& mencionadas peculiares
caracteristicas do nervo periférico e sua relacdo com o M. leprae, acredita-se que,
apos tratamento adequado, alguns bacilos “dormentes” persistem nos nervos
podendo reativar a doenca (SHETTY et al., 1992; JOB et al, 1996b). A importancia
disso € que desde 1982, os indices de recidiva vém sendo usados como parametro
crucial para estabelecer a eficacia do tratamento poliquimioterapico (JOB et al.,
1996b; BAOHONG, 2001). Portanto, rotular um paciente como sendo um caso de

recidiva € atitude de extrema importancia e responsabilidade.

De nossa casuistica, dos quinze casos biopsiados apés o fim do tratamento,
dois foram diagnosticados como recidiva sendo um deles, recidiva neural. Nestes
casos foram vistos bacilos solidos e uniformemente corados na pele e/ou no nervo
periférico. Entretanto, ndo € papel do patologista assegurar sua viabilidade
microbioldgica. Pode-se apenas descrevé-los como formas bacilares aparentemente
integras. O diagnodstico definitivo de recidiva inclui um brago clinico, um
histopatolégico e outro microbiolégico, pois nem sempre as formas integras

observadas sdo capazes de causar doenca quando inoculadas em animal (JOB et
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al.,, 1996b; SHETTY et al., 1997) podendo estar em estado fisiologicamente

adormecido.

Nos dois casos de recidiva da série estudada tentou-se detectar algum fator
subjacente favorecedor da recidiva. Observamos que ocorreram 16 e 20 anos apos
tratamento realizado em periodo pré MDT e os pacientes eram diabéticos, condicéo
sabidamente facilitadora de infeccdo. Nao encontramos na literatura sobre recidiva,

nenhuma referéncia a esta associacao.

Os casos de recidiva podem ser conseqiéncia ndo so de bacilos dormentes
como também resisténcia a drogas, tratamento irregular ou mesmo classificacao

equivocada da doencga com consequente tratamento inadequado.

Uma vez curado o paciente, em geral, continua a viver em ambientes
endémicos e nas mesmas condi¢des sociais. Nestes casos de recidiva apdés tempo

tdo prolongado, torna-se dificil distinguir entre recidiva e reinfeccao.

6.3.2.6 Abscessos frios (clinicamente)

Em alguns casos de neuropatia hansénica, a lesdo granulomatosa progride
com acumulo volumoso de necrose caseosa no nervo formando os clinicamente
chamados “abscessos frios”. O M. leprae parece ser 0 Unico agente infeccioso capaz
de causar este tipo de lesdo no nervo periférico (KUMAR et al., 1997). Embora
sejam mais comumente associados as formas clinicas tuberculdides também
ocorrem nas formas lepromatosas (CHAUAN et al., 1996; KUMAR et al., 1996, 1997,
SIDDALINGASWAMY & RAO, 1993). Podem acometer qualquer tronco nervoso

sendo o nervo ulnar o mais frequentemente envolvido (SALAFIA & CHAUHAN,
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1996). Em geral este aspecto, mais comumente denominado de abscesso neural,
associa-se a doenca ativa. Entretanto, ha estudos relatando sua deteccao alguns
anos apos a cura sem sinais clinicos de recidiva (SIDDALINGASWAMY & RAO,
1993; DESIKAN & DESIKAN, 1995; SELVASEKAR et al., 1997; PORICHHA et al.,

2004).

No caso da série estudada, a quantidade de material caseoso acumulada no
endoneuro contribuiu para dor crdénica por até quatro anos apds o tratamento, em
paciente sem sinais clinicos de recidiva. Neste caso, a presenca de inumeros
depositos de calcio em meio ao material caseoso (calcificacdo distrofica), associada
ao escasso infiltrado inflamatério adjacente, sem células epitelidides ou células
gigantes, reforca a idéia de processo de longa duracédo nao devendo ser interpretado

como recidiva.

O deposito de célcio em tecidos necréticos € um fenémeno conhecido como
calcificacdo distréfica. Na hanseniase € um evento infreqiente e quando descrito,
esta, em geral, associado aos chamados abscessos neurais (CHAUHAN et al., 1996;
MALAVIYA et al., 1985). Uma vez detectados estes focos dolorosos de necrose
caseosa devem ser abordados por incisdo epineural longitudinal com exploracéo do
nervo e drenagem do material caseoso. Caso contrario podem expandir ou mesmo

fistulizar (KUMAR et al., 1997) danificando ainda mais o nervo.

Alguns autores, alertando que a PQT nao contribuiu para a diminuicdo desta e
de outras complicacbes ocorridas nos nervos periféricos, observaram mesmo um
aumento significativo destes “abscessos neurais” nos ultimos 15 anos

(SIDDALINGASWAMY & RAO, 1993; SALAFIA & CHAUHAN, 1996).
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Todos os dados morfolégicos descritos e comentado no sub item 6.3.2,
associados a quadro clinico de dor crbnica, sugerem que a fibrose, impedindo a
expansao do nervo, durante eventuais episodios de reacdo neural e favorecendo
sua aderéncia aos tuneis fibro-6sseos parece contribuir para a piora da dor nestes
pacientes. Entretanto, a despeito dos aspectos observados estamos cientes de que
0S mecanismos neurofisiologicos envolvidos no processo de dor cronica sao

multiplos e complexos merecendo investigacdo aprofundada e multidisciplinar.

6.4 RELACAO FUNCIONAL DOS MASTOCITOS COM A FIBROSE DO NERVO

PERIFERICO NA HANSENIASE

No presente estudo, MCs imuno-histoquimicamente marcados foram
quantificados no epineuro e no peri-endoneuro. No grupo controle e de acordo com
os resultados de Olsson (1968), foram observados em todos os compartimentos do
nervo mas com maior densidade no epineuro. Este aspecto se manteve nos nervos
com hanseniase onde a densidade mastocitaria epineural por mm? excedeu em
muito a endoneural.

Foi ainda observada intensa desgranulacdo mastocitaria no epineuro dos
casos com neuropatia hansénica o que nao ocorreu no endoneuro. Considerando
que as substancias estocadas no citoplasma dos MCs precisam ser lancadas no
ambiente extracelular para se tornarem funcionalmente ativas, o processo de
desgranulacdo € uma manifestacdo de atividade dos MCs neste compartimento
especifico do nervo. Nos perguntamos qual seria o fator determinante para a
preferencial localizacdo e desgranulacdo mastocitaria no epineuro dos nervos com

hanseniase. Uma hipétese € a de que esta preferéncia seja influenciada por algum
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componente distinto da matriz extracelular neste compartimento do nervo, ausente
ou presente em menor quantidade no endoneuro.

Para que o0 mastocito se estabeleca em um determinado tecido, sao
necessarias interacdes especificas com os diversos componentes da matriz. Ela
desempenha um papel ativo e complexo na regulacao e funcéo das células com as
quais mantém contato. O mastocito expressa em sua superficie diferentes grupos de
receptores. Um deles é formado por receptores que regulam seu transito e
distribuicAo nos diversos tecidos. Neste grupo, as integrinas se destacam
promovendo um elo entre os componentes da matriz e os MCs (COLUMBO et al.,
1995). Todavia, embora este elo tenha relevancia na interacdo mastocito - matriz,
0s mecanismos utilizados pelos MCs para migrar, se diferenciar e finalmente se
estabelecer, ainda ndo estdo completamente esclarecidos. (METCALFE, 1995).

O papel dos MCs nas diversas neuropatias periféricas humanas tem sido
raramente enfocado na literatura (OLSSON, 1971; KONORR-HELD & MEIER,
1990). Olsson (1971) observou que nervos com alteracbes agudas mielino-axonais
nao continham grande quantidade de MCs. Neste mesmo estudo de natureza
semiquantitativa, a maior densidade de MCs foi obtida em casos com
neurofibromas. Brosman e colaboradores (1985) estudando a densidade de MCs na
neurite alérgica experimental em roedores, constataram sua maior densidade na
fase cronica da doenca. Outro estudo enfocando MCs e neuropatias periféricas
humanas observou sua maior densidade no grupo das neuropatias inflamatorias,
mas com resultados pouco consistentes, especulativos e sem amparo estatistico
(KNORR-HELD & MEIER, 1990). Nenhum dos estudos citados incluia casos de
neuropatia hansénica. Entretanto, todos tém em comum a idéia de maior atuacao

mastocitaria na fase crénica das doencas do nervo periférico. Um estudo quantitativo
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com outras polineuropatias humanas e utilizando a mesma metodologia, seria de
interesse para comparar os dados obtidos em relacdo a hanseniase.

Na série de casos estudada de neuropatia hasénica, o grafico de regressao
linear que compara a densidade de MCs no epineuro e o volume de fibrose por mm?
neste mesmo compartimento do nervo, mostra uma correlacdo positiva e
estatisticamente significativa (p<0,05) entre as duas variaveis 0 que ndo ocorreu no
endoneuro. Houve portanto, nos casos de neuropatia hansénica, uma relacéo direta
entre a fibrose epineural e a densidade de MCs neste compartimento.

Comparando a densidade de MCs entre as formas clinicas LL-BL e TT-BT,
observou-se nao haver diferenca significativa entre elas (p>0,05) indicando que a
carga bacilar e o estado imunoldgico dos pacientes ndo parecem ter relagdo com a
densidade de mastécitos. A comparacdo da densidade de MCs por mm? entre os
casos tratados e virgens de tratamento também n&o foi significativa (p=0,08). A
principio este dado pode parecer discordante visto que o volume de fibrose por mm?
foi significativamente maior nos casos tratados. Entretanto, o fato do coeficiente de
correlacdo (de Pearson) ser R=0,7 (ver grafico 3), pode explicar o fato de haver
diferenca na percentagem de fibrose entre os grupos tratados e virgens de
tratamento e esta diferenca nao ter sido detectada para o numero de MCs. Entre
tanto, o valor de “p” encontrado para os MCs nesta situacao (0,07), nos autoriza a
considerar haver uma tendéncia dos MCs a serem mais numerosos nos casos
tratados. Talvez com uma amostra um pouco maior o valor de p atingisse niveis
estatisticamente significantes.

A literatura tem mostrado que os mecanismos pelos quais os MCs interagem
com a matriz extracelular sdo variados. Diversas substancias bioativas secretadas e

estocadas pelos MCs sao capazes de ativar células do tecido conjuntivo. Alguns
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estudos apontam para uma interacdo especial entre MCs e fibroblastos
(RUBINCHICK & LEVI-SCHAFFER, 1994; LEVI-SCHAFFER & PILIPONSKY, 2003;
GARBUZENKO et al., 2002) e o mecanismo de intercomunicacdo entre estas duas
células parece ocorrer através de um processo peculiar e especifico de liberacédo de
granulos chamado de transgranulacdo (GREENBERG & BURNSTOCK, 1983).
Experimentos in vitro demonstraram que os MCs interferem nas propriedades
bioquimicas dos fibroblastos induzindo fibrose. Estes por sua vez parecem regular a
sobrevida e diferenciacdo mastocitaria (RUBINCHICK & LEVI-SCHAFFER, 1994).
Foi ainda demonstrado que os MCs aumentam a proliferacédo de fibroblastos e a
sintese do colageno, tendo um papel direto na remodelacdo tecidual e fibrose
(GARBUZENKO et al., 2002).

Sabe-se que as metaloproteinases tém um papel fundamental na degradacao
da matriz extracelular em diversos processos patolégicos e a triptase, protease
predominante no citoplasma dos MCs é uma gelatinase o que indica sua potencial
contribuicdo na degradacéo da matriz extracelular (FAJARDO & PEJLER, 2003).

A triptase tem sido envolvida na ativacdo de certas metaloproteinases e da
pré colagenase (MAURER, 2003; WELLE, 1997; METCALFE, 1997). Alguns autores
demonstraram a participacao da triptase na proliferacdo do colageno tipo | (ABE et
al., 2000; CAIRNS & WALLS, 1997). A triptase tem ainda se mostrado mitogénica
para fibroblastos (RUOSS et al., 1991). A luz destas informacgdes os MCs parecem
acelerar o remodelamento da matriz extracelular de maneira bi direcional. Enquanto
ativam enzimas de degradacdo, também participam da regeneracdo tecidual
produzindo e liberando citocinas pro fibroticas.

No nervo periférico normal, sabe-se que no epineuro predomina o colageno

tipo | enquanto o colageno tipo Ill predomina no endoneuro (MIDRONI & BILBAO,
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1995). Na neuropatia por hanseniase, sabidamente geradora de fibrose, a
distribuicdo dos colagenos tipo | e lll nos diferentes compartimentos do nervo
permanece a mesma que no nervo normal (JUNQUEIRA et al, 1980). Sem perder de
vista a preferencial afinidade dos MCs pelo epineuro na hanseniase, estas
informacdes correlacionadas com nossos achados, sustentam a idéia de que os
MCs ricos em triptase estdo envolvidos na colagenizacédo epineural na hanseniase,
possivelmente através do estimulo da sintese do colageno tipo |. Portanto o
mecanismo de colagenizacdo epineural na hanseniase seria mediado por MCs.

A Ultima década tem testemunhado uma sucessdo de estudos e pesquisas
em torno dos MCs em parte dificultados por sua heterogeneidade. Avancgos recentes
na area de inibidores de triptase e quimase certamente devem acelerar o
desenvolvimento de diferentes abordagens terapéuticas capazes de controlar a acao

mastocitaria.
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CONCLUSOES

Do presente estudo e a partir dos resultados obtidos, destacamos algumas

conclusdes relevantes.

As alteracdes morfologicas classicamente descritas nos nervos de pacientes

com hanseniase foram também observadas nos casos da presente série.

Nos pacientes tratados e portadores de dor cronica os achados morfolégicos
prevalentes foram: fibrose global extensa, neoformacéo vascular epineural e a

presenca de restos bacilares em quantidades variaveis no endoneuro.

O emprego de técnicas estereoldgicas associado a imuno-histoquimica, deu

precisdo e reprodutibilidade a quantificacdo dos mastécitos e da fibrose

mostrando a significativa e preferencial localizagdo de ambos no epineuro.

Na neuropatia hansénica a densidade mastocitéria é significativamente maior

no compartimento epineural.

Na neuropatia hansénica, a densidade de mastécitos e o volume de fibrose
por mm- nao guardam relacdo com as formas clinicas TT-BT e LL-BL

(p>0,05).
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Na neuropatia hansénica a densidade de mastécitos por mm? néo parece ter

relacdo com a fase do tratamento.

Na neuropatia hansénica o volume de fibrose global por mm? foi
significativamente maior nos casos tratados (p<,0,008) mostrando que o

tratamento ndo impede a progressao da fibrose do nervo.

Existe uma relacéo direta, proporcional e estatisticamente significativa entre a
densidade de mastécitos e o volume de fibrose por mm? no epineuro dos
casos com neuropatia hansénica sugerindo que os mastocitos participam do

processo de fibrose epineural nesta neuropatia.
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ANEXO Il

IMPACTO NA REDUGAOQ DE INCAPACIDADES FISICAS
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ANEXO Il — DESCRICAO MORFOLOGICA DOS CASOS VIRGENS DE TRATAMENTO

CASO FORMA MICROSCOPIA
CLINICA

Acentuado aumento da espessura do nervo. Acometimento heterogéneo dos feixes estando alguns preservados na periferia do
fragmento ao lado de outros totalmente destruidos por necrose caseosa circundada por denso anel fibrético com fusdo do
epineuro e do perineuro. Nas margens da area necrética presenca de infiltrado inflamatério crénico granulomatoso rico em
linfécitos, células epitelidides e ocasionais células gigantes. Pesquisa de bacilos alcool acido resistentes (BAAR) foi negativa.
Nos cortes semifinos perda quase total de fibras.

Fibrose epineural e perineural com multilaminacao do perineuro. Feixes agigantados as custas de edema e reacao inflamatoria
granulomatosa endoneural composta por linfocitos, plasmadcitos e numerosas células epitelidides sem células gigantes ou
necrose. O infiltrado linfocitario estende-se aos demais compartimentos do nervo formando densos agregados. Presenca de
BAAR integros e granulares isolados ou formando globias. Nos cortes semifinos, perda total de fibras. Quadro histopatolégico é
compativel com reagéo neural.

Feixes agigantados, porém preservando a arquitetura fascicular, as custas de edema e infiltrado inflamatério crénico rico em
linfécitos, nos trés compartimentos do nervo. No endoneuro, granulomas epitelidides sem necrose ou células gigantes.
Presenca de BAAR integros e granulares ora isolados ora formando globias. Nos cortes semifinos perda quase total de fibras e
as remanescentes exibem sinais de remielinizacéo. Quadro histopatolégico com caracteristicas de reagéo neural.

10 BL/NP

Fibrose epineural e perineural moderadas com vasos neoformados no epineuro. Resposta inflamatoéria escassa representada
por ocasionais focos linfo plasmocitarios peri vasculares endoneurais. Grande quantidade de bacilos integros formando
numerosas globias. Nos cortes semifinos, densidade de fibras levemente diminuida em alguns feixes, com sinais de
degeneracéo e atrofia axonal e de remielinizacéo.

12 LL/NP

Fibrose moderada epi e perineural. Perineuro multilaminado e difusamente permeado por células inflamatérias mononucleares
circundando os feixes. Edema endoneural associado a denso infiltrado inflamatério linfo plasmocitario nos trés compartimentos
do nervo. No endoneuro raros histiocitos epitelidides. Nos cortes corados pelo Wade, grande quantidade de bacilos integros e
granulares formando diversas globias predominantes no endoneuro, mas também presentes no perineuro e epineuro. Nos
cortes semifinos, perda quase total de fibras.

14 BL
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CONTINUACAO DO ANEXO Il

CASO FORMA MICROSCOPIA
CLINICA

Fibrose acentuada global com perda total de fibras. Perineuro multilaminado permeado por células inflamatérias
mononucleares. Feixes agigantados as custas de edema associado a moderado infiltrado inflamatério linfo plasmocitario
16 BL endoneural que se estende aos demais compartimentos do nervo, ora formando densos agrupados perivasculares ora
difusamente distribuidos. Neoformacao vascular epineural e endoneural. Numerosos bacilos integros e granulares formando
globias nos trés compartimentos do nervo.

Discreta fibrose epineural. Nao observamos alteracGes histologicas significativas no exame pela hematoxilina-eosina. Em
18 ?INP cortes sucessivos e seriados corados pelo Wade, presenca de raros bacilos endoneurais. Nos cortes semifinos perda leve de
fibras de grande e de pequeno calibre acometendo heterogeneamente os feixes.

° ' Fibrose epineural moderada acompanhada de neoformacdo vascular epineural. Perineuro focalmente multilaminado.
1 BT/NP
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ANEXO IV — ASPECTOS MORFOLOGICOS DOS CASOS TRATADOS

CASO

FORMA
CLINICA

MICROSCOPIA

LL

Acentuada fibrose nos trés compartimentos do nervo com fusdo do epi e do perineuro associada a neoformacao vascular epineural e
endoneural. Em alguns feixes o epineuro penetra no endoneuro formando micro compartimentos. No perineuro e endoneuro, raros
vacuolos contendo restos bacilares fracamente corados por vezes associados a infiltrado lifo plasmocitario residual focal. Nos cortes
semifinos, perda total de fibras.

LL

Densa fibrose nos trés compartimentos do nervo associada a neoformacéo vascular epineural. Endoneuro edemaciado e congesto.
Infiltrado inflamatério linfo plasmocitario moderado acumulado em torno de vasos epi e endoneurais. Em cortes corados pelo Wade,
nao observamos bacilos integros mas numerosos vacuolos contendo grande quantidade de restos bacilos fragmentados e
fracamente corados em torno de vasos endoneurais e em menor quantidade, no perineuro e epineuro. Nos cortes semifinos, perda
acentuada de fibras, com evidéncias de remielinizacéo, atrofia e regeneragdo, axonais.

Acentuada fibrose nos trés compartimentos do nervo formando denso manto colageno, associado a neoformacédo vascular epineural
e endoneural. Perineuro multilaminado. Pequena quantidade de vacuolos contendo restos bacilares fracamente corados. Infiltrado
linfocitario residual focal no endoneuro. Nos cortes semifinos, acentuada perda de fibras com sinais de remielinizacao e regeneracao
axonal.

BL

Acentuada fibrose nos trés compartimentos do nervo formando denso mantofibrético, associado a neoformagéo vascular epineural e
endoneural. Perineuro multilaminado. Pequena quantidade de vacuolos contendo restos bacilares fracamente corados no endoneuro
associados a nfiltrado linfocitario residual focal. Nos cortes semifinos, acentuada perda de fibras com sinais de remielinizacdo e
regeneracao axonal.

LL

Fibrose acentuada nos trés compartimentos do nervo associada a neoformacdo vascular epineural e endoneural. Perineuro
espessado, multilaminado, por vezes permeado por células inflamatérias. Grande quantidade de vacuolos perineurais e endoneurais
contendo bacilos granulares e fracamente corados. N&o observamos bacilos integros. Nos cortes semifinos acentuada perda de
fibras com sinais de remielinizacéo e regeneracao axonal.
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CONTINUACAO DO ANEXO IV

CASO

FORMA
CLINICA

MICROSCOPIA

BL

Fibrose acentuada nos trés compartimentos do nervo com neovascularizacdo epineural. Perineuro multilaminado penetra pelo
endoneuro formando microfeixes. Ocasionais acUmulos linfocitarios perivasculares. No endoneuro, ocasionais vacuolos
perivasculares alguns contendo raros bacilos granulares e pouco corados pelo Wade. Ndo observamos bacilos integros. Nos cortes
semifinos acentuada perda de fibras e as remanescentes exibem sinais de remielinizacdo e regeneracéo axonal.

BL

Fibrose acentuada nos trés compartimentos do nervo com ocasional fusdo do epi e perineuro além de neofomacéo vascular
epineural. No peri e endoneuro, presenca de numerosos vacuolos perivasculares contendo grande quantidade de bacilos granulares
e fracamente corados pelo Wade. Nao identificamos bacilos integros. Ocasionais linfocitos perivasculares endoneurais. Nos cortes
semifinos moderada perda de fibras com sinais de remielinizacao.

11

LL

Fibrose moderada nos trés compartimentos do nervo. Feixes agigantados e uniformemente acometidos as custas de edema e de
processo inflamatério crénico rico em linfocitos com formacdo de granulomas com células epitelidides e células gigantes sem
necrose. Ocasionais vacuolos endoneurais contendo bacilos granulares e fracamente corados pelo Wade. Nao observamos bacilos
integros. Presenca de micro fasciculagao endoneural por células perineurais. Nos cortes semifinos perda total de fibras. O conjunto
de achados é compativel com reag&o neural.

13

BL

Fibrose nos trés compartimentos do nervo com fuséo do epineuro e do perineuro. Endoneuro compartimentalizado em micro feixes.
Neoformacéo vascular epineural. Moderada quantidade de vacuolos subperineurais contendo bacilos fragmentados e fracamente
corados pelo Wade. Nos cortes semifinos, acentuada perda de fibras com as raras fibras remanescentes exibindo sinais de
remielinizacdo. Obs: A auséncia de bacilos integros neste caso pode dever-se ao fato da biopsia do nervo ter sido realizada cinco
meses apos o inicio do tratamento da recidiva.

15

Destruicdo quase completa do tecido nervoso as custas de area de necrose caseosa circundada por escassa celularidade
inflamatdria composta de ocasionais linfécitos e raros histiécitos epitelidides. Em meio ao material necrético, presenca de freqientes
depésitos de calcio. Tecido fibrético circunda a area necrotica com fuséo do epineuro e do perineuro. Na periferia da lesdo, alguns
feixes inteiramente preservados. Ndo observamos bacilos integros. Nos cortes semifinos, perda total de fibras.
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CONTINUACAO DO ANEXO IV

CASO FORMA DESCRICAO MICROSCOPICA
CLINICA
Fibrose acentuada nos trés compartimentos do nervo com micro compartimentalizacdo endoneural pelo perineuro além de fusdo epi e

17 BL perineural. Neoformacéo vascular epi e endoneural. Moderada quantidade de vacuolos peri e endoneurais contendo bacilos integros e
granulares. Infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario acumulam-se em torno destes vacuolos. Nos cortes semifinos perda total de fibras.
Epineuro, perineuro e endoneuro ndo exibem alteracGes signigficativas. Nao foram identificados bacilos pelo Wade. Nos cortes

20 BT semifinos densidade de fibras diminuida em alguns feixes.

21 LL Fibrose acentuada nos trés compartimentos do nervo com fusdo epineural-perineural e neoformacéo vascular epineural. Diversos
vacuolos perivasculares endoneurais contendo restos bacilares facamente corados, circundados por infiltrado mononuclear residual e
focal. Nos cortes semifinos perda acentuada de fibras e as remanescentes exibem sinais de remielinizacéo
Fibrose acentuada nos trés compartimentos do nervo com neoformacdo vascular epineural além de infiltrado linfo plasmocitario

2 BL perivascular. Em coloracdo pelo Wade, grande quantidade de bacilos granulares no endoneuro. Ndo foram observados bacilos
integros. Nos cortes semifinos, perda acentuada de fibras com sinais de regeneracdo axonal e sinais de remielinizacao.

Fibrose intensa nos trés compartimentos do nervo associada a neoformacéo vascular epineural e endoneural. Perineuro multilaminado

23 LL

e permeado por células inflamatérias, funde-se com epineuro formando denso manto fibroso. Em alguns feixes o epineuro penetra no
endoneuro formando micro compartimentos. Moderada quantidade de vacuolos contendo restos bacilares. Nos cortes semifinos, perda
total de fibras.

ANEXO V. TT =tuberculoide; BT=borderline tuberculdide; BL = borderline lepromatosa; LL = lepromatosa; NP = neuritica primaria.
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ANEXO V

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Hospita! Universitario Clementino Fraga Filho
Facul e de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

CEP - MEMO - n° 649/04 Rio de Janeiro, 25 de outubro de 2004.

Do: Coordenador do CEP

A (0): Sr. (a) Pesquisador (a): Prof’. Nadia Aparecida de A;'antﬁ Montagna
Assunto: Parecer sobre projeto de pesquisa

Sr. (a) Pesquisador (a),

Informo a V. Sa que o CEP constituido nos Termos da Resolugdo n. ©
196/96 do Conselho Nacional de Satide e, devidamente registrado na Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa, recebeu, analisou e emitiu parecer sobre a
documentacio referente ao Protocolo de Pesquisa e seu respectivo Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, conforme abaixo discriminado:

Protocolo de Pesql.usa. 15?;"04 CEP

Data de apreciagdo do parecer: 21/10/04
Parecer: “APROVADO”

Informo ainda, que V. Sa devera apresentar relatorio semestral
(previsto para 21/04/05), anual e/ou relatério final para este Comité acompanhar o
desenvolvimento do projeto. (item VIL } 3.d., da Resolugdio n.° 196/96 — CNS/MS).

; Atengmsammte
Prof. Luiz Carlos Duarte de Miranda
*Coordenador do CEP
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ANEXO VI

8th European Congress of Neuropathology: Poster sessions

Programme and Abstracts

8th European Congress of Neuropathology

NEUROPATHOLOGY 2005
25-28 June 2005, Amsterdam, The Netherlands

QOrganised by the
Dutch Neuropathological Society

and the
European Confederation of Neuropathological Societies

ISBN nr. 90-809752-2-2

(P K-08) Contribution of tryptase-rich mast cells to
collagen proliferation in leprous neuropathy

Nadia Montagna', Maria Leide Oliveira®, Carlos Alberto
Mandarin-de-Lacerda’, Leila Chimelli*
'Department of Pathology, School of Medicine, State

" University of Rio de Janeiro, Brazil,

*Division of Dermatology, Federal University of Rio de
Janeiro, Brazil,

*Laboratory of Morphometry, Institute of Biology, State
University of Rio de Janeiro, Brazil,

“Deparrmenr of Pathology, School of Medicine, Federal
University of Rio de Janeiro, Brazil

Leprosy, a disease caused by Mycobacterium leprae, is
animportant health problem worldwide. It is responsible
for an irreversible nerve damage in which fibrosis plays

. animportant role. No other neuropathy, but leprosy, is
! able to produce such an amount of fibrosis. The

existence of an interaction between mast cells and

“'collagen has long been observed. It has been proposed

that they play a role in different fibrotic conditions.
Tryptase is the most abundant protein product of human
mast cells and has been shown to be mitogenic for
fibroblasts and to increase type | collagen production.
The possible relationship between tryptase-rich mast
cells and nerve fibrosis in leprosy has not been

‘previously investigated. In order to explore this

interaction we studied 24 sural nerve biopsies of

 patients with leprous neuropathy. Five normal nerve
biopsies were used as controls. Tryptase-rich mast cells

stained with mouse antihuman mast cell antitryptase

- tlone AA1, as well as the epi and the endoneurial

. fibroses were quantitatively estimated. There was a

" remarkable association between the epineurial collagen
| Increase and the tryptase-rich mast cells density in the
{\epineurial, but not in the endoneurial space of nerves

. With leprous neuropathy. Since the epineurium in

| leprosy is type | collagen rich, present findings support a
role for mast cells in promoting fibrosis in leprous

neuropathy through their tryptase secretion.
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ANEXO VII

SBP.G/440-2005
Sao Paulo, 12 de agosto de 2005

Dr(a). Nadia Aparecida De Arantes Montagna Montagna
Universidade Do Estado Do Rio De Janeiro

Patologia E Laboratériose

Av. 28 Setembro 87, Fds

Rio De Janeiro - RJ

20551-030

Ref: Resumo N° 114 -2 %
Oftalmopatologia -
Autores:Montagna; NADAM -Oliveira; MLWO -Campos; CFFC -Chimelli; LC -

Caro(a) Colega,

Em nome da Comissédo Cientifica do XXV Congresso Brasileiro de Patologia,
temos ¢ prazer de comunicar-lhe que seu trabalho intitulado "ALTERACOES
PERINEURAIS NA NEUROPATIA HANSENICA" foi selecionado para
apresentagao na forma de POSTER.

IRO DE PATOLQGIA

O péster devera estar de

amanho 0,90 x 1,20 e podera ser fixado,a.narti

enriquecer o nosso Congresso.

Apresentador: Nadia Aparecida De Arantes Montagna Montagna
Data da apresentagao: 14 de outubro de 2005

Horario da apresentacao: 17:30

Atenciosamente,

ONGRESSO BRA

e |

Y e A Y | {J" 4 & L‘L: ‘V; {.; L [
U“ah‘i( bo X~ PR— Winm Y

Luiz Anténio Rodrigues de Freitas Alexandre de Oliveira Sales
Presidente da Comissao Cientifica Presidente
XXV Congresso Brasileiro XXV Congresso Brasileiro
de Patologia de Patologia
PROMOCAQ E
REALIZACAO
SBP Asecs Associados Av. Hermes da Fonseca, 384 1" andar Pewdpolis Natal/RN - CEP: 59020-000

Telefax: (84) 202.5693 Telefones: (84) 202,5424 - E-mail: ases(@digi.com.br
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ANEXO VI

SBP.G/440-2005
Sao Paulo, 12 de agosto de 2005

Dr(a). Nadia Aparecida De Arantes Montagna Montagna
Universidade Do Estado Do Rio De Janeiro

Patologia E Laboratdriose

Av, 28 Setembro 87, Fds

Rio De Janeiro - RJ

20551-030

Ref: Resumo N2 112 - Scientific Communications - Neuropatologia e
Oftalmopatologia -

Autores:Montagna; NADAM -Oliveira; MLWO -Mandarim-de-lacerda; CAML -
Chimelli; LMC -

Caro(a) Colega,

Em nome da Comissao Cientifica do XXV Congresso Brasileiro de Patologia,
temos o prazer de comunicar-lhe que seu trabalho intitulado "CONTRIBUICAO
DOS MASTOCITOS NA COLAGENIZACAO DO NERVO NA HANSENIASE" foi
selecionado para apresentacao na forma de POSTER.

O poster devera estar dentro do tamanho 0,90 x 1,20 e podera ser fixado a partir
de 8h da manha e retirado as 19h.

G‘{EM 0

Luiz Antonio Rodrigues de Freitas Alexandre de Oliveira Sales
Presidente da Comissao Cientifica Presidente
XXV Congresso Brasileiro XXV Congresso Brasileiro
de Patologia de Patologia
Ascs Associados Av, Hermes da Fonseca, 384 | andar PetrGpolis Natal/RN - CEP: 59020-000

Telefax: (84) 202.5693 Telefones: (84) 202.5424 - E-mail: asest@digi.com.br
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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