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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Simone Neves de Campos

A forma neural pura da hanseniase (FNP) esté caracterizada pela presenca da
neuropatia periférica na auséncia de lesdes dermatoldgicas. O diagndstico se baseia
na analise histopatologica do nervo periférico em conjunto com os dados clinicos e a
eletroneuromiografia. No entanto os achados histopatolégicos muitas vezes sao
inespecificos e o Mycobacterium leprae raramente € detectado. Diferente da biopsia
de nervo, a biépsia cutanea pode ser realizada em unidades béasicas de saude visto
se tratar de um exame pouco invasivo e de facil realizacdo. O objetivo deste estudo
foi verificar através da analise histopatologica basica, o valor das bidpsias cutaneas
como ferramenta para o diagnéstico de pacientes com FNP. Cinquenta fragmentos
cutaneos e de nervos periféricos correspondentes de pacientes com FNP e 50
fragmentos cutaneos de pacientes com neuropatias nao hansénicas foram
examinados através das coloracfes de hematoxilina&eosina, tricrémico de Gomori e
Wade. Nossos resultados indicam que filetes nervosos foram observados em 91% das
amostras cutaneas do total de pacientes com neuropatias periféricas. Destes, 33%
pertenciam a pacientes com FNP e apresentaram alguma alteracdo morfolégica nos
nervos. As caracteristicas confirmativas (presenca de bacilo alcool-acido resistente-
BAAR) ou sugestivas de hanseniase (granuloma epitelibide, inflamacédo linfo-
histiocitica endoneural e fibrose endoneural) foram observadas em 28% das amostras
cutaneas. A fibrose foi a principal alterac&o histopatoldgica (14/50) e mesmo quando
analisada individualmente pode ser sugestiva da doenca. A formacdo de
microfasciculos foi observado em 4% das amostras sugerindo o papel da biopsia
cutanea na identificacdo do processo regenerativo do nervo. Em 34% dos fragmentos
de pele os filetes nervosos estavam normais. Quando as amostras cutaneas foram
comparadas com as amostras dos nervos periféricos correspondentes, houve
concordancia em 86% quanto a auséncia do BAAR. A inflamag¢do endoneural e o
granuloma epitelidide estiveram mais presentes no nervo do que na pele, ndo sendo
um bom parametro de analise quando observados individualmente na pele. Outras
alteracdes, consideradas inespecificas, estiveram presentes em 38% das amostras
cutaneas dos pacientes com FNP, como a laminagédo do perineuro e a proliferacéo
das células de Schwann. O valor preditivo positivo do fragmento cutaneo coletado por
procedimento de bidpsia para o diagnoéstico da FNP foi de 68,2%. Podemos concluir
gue a analise morfoldgica detalhada dos filetes nervosos dos fragmentos cutaneos
coletados no dermatomo do nervo afetado pode ser uma importante ferramenta de
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auxilio ao diagndstico da FNP quando analisadas por patologistas experientes nos
centros de referéncia para o tratamento da hanseniase.
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SKIN BIOPSY AS A TOOL FOR THE DIAGNOSIS ON NEURAL PURE LEPROSY
ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITARIA

Simone Neves de Campos

Pure neural leprosy (PNL), characterized by peripheral neuropathy in the
absence of dermatological alterations, is diagnosed based on the nerve biopsy results
and the clinic and eletroneuromyograph data. However, histological findings are
nonspecific and Mycobacterium leprae detection is rare. Unlike nerve biopsy, a skin
biopsy may be performed in basic health units since it is minimally invasive and easy
access procedure. The aim of this study was to analyze the value of dermal nerves in
routine histopathology of skin samples as a tool for diagnosis. Fifty skin and nerves
samples from patients with PNL and fifty skin samples from patients with non-leprosy
peripheral neuropathies were examined with hematoxilin&eosin, Gomori’s trichrome
and Wade stain. Our results showed that nerves are seen in 91% of skin fragments
from pacients with leprosy and others neuropathies. Thirty-three per cent were from
PNL and had morfological alterations. Confirmatory findings such as acid-fast bacilli
(AFB) and other strong sugestive leprosy findings were observed in 28% of the skin
samples. Endoneural fibrosis was the major histopathologic alteration (14/50) and can
be considered sugestive of leprosy even when seen alone. Microfasciculation was
observed in 4% of skin biopsies sugesting it's value as a tool for identification of
regenerative nerve process. Thirty-four per cent of the skin fragments had normal
appearance. When the skin fragments were compared with the corresponding
peripheral nerves, there was agreement in 86% regarding the absence of AFB.
Endoneurial inflamatory and epithelioid granuloma were more frequent in nerves than
in skin fragments. Unspecific alterations such as perineural thickening and Schwann
cell proliferation were showed in 38% of skin fragments. The positive predictive value
for diagnosis of PNL were 68,2% in skin fragments. We conclude that histopathologic
analysis of skin fragments can be useful as a diagnostic tool for PNL when analized by
experienced pathologists in referral centers for leprosy treatment.
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INTRODUGCAO

1.1 Hanseniase

1.1.1 Caracteristicas gerais

A hanseniase € a doenca infecciosa de origem bacteriana que atinge humanos
de reconhecimento mais antigo do mundo. E caracterizada por um quadro de
inflamacéo granulomatosa e cronica que acomete a pele e os nervos periféricos,
levando a graves alteracbes motoras e sensitivas e ao desenvolvimento de
deformidades e deficiéncias permanentes (Hansen, 1874; Britton & Lockwood, 2004).

A sua prevaléncia mundial tem diminuido nos ultimos anos devido a ampla
campanha de erradicacdo da doenca realizada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS). O diagndstico precoce e o livre acesso ao tratamento com a poliquimioterapia
(PQT) a partir de 1995, reduziu tanto a prevaléncia quanto a incidéncia de novos
casos. Até o comeco de 1999, dos 122 paises considerados endémicos, 94
alcancaram a meta de eliminacéo da doenca e a prevaléncia da hanseniase no mundo
foi reduzida em 85% (WHO, 2002). A erradicacdo é definida pela reducdo da
prevaléncia da doenca para <1 caso por 10.000 pessoas.

Em 2013 a estatistica anual registrada nos 103 paises endémicos foi de
215.656 casos, onde 9,2% eram criangas, mostrando que, apesar dos esforcos
globais, a estimativa de novos casos detectados ainda permanece alta, ainda que
limitada a alguns paises (WHO, 2014).

Estima-se que mais de trés milhdes de pessoas no mundo apresentem
sequelas decorrentes da hanseniase. Dentre 0s novos casos registrados em 2013,
13.289 pessoas apresentavam grau 2 de incapacidade. O inicio tardio do tratamento
com PQT ou sua descontinuidade pode ser a causa dessa alta taxa de lesdes
incapacitantes (Britton & Lockwood, 2004).

O Brasil, depois da India, € o pais com o mais alto nimero absoluto de novos
casos do mundo. Apesar da taxa de prevaléncia ter caido 65% ultimos 10 anos com
implantagcdo da PQT e o coeficiente de deteccdo tem apresentado tendéncia a
estabilidade, em 2014 foram registrados 31.064 novos casos de hanseniase gerando
uma taxa de deteccéo geral de cerca de 15 casos por 100.000 habitantes (Ministério
da saude, 2014).



No pais, a situacéo epidemiolégica da doenca € heterogénea devido a variacao
de incidéncias entre as regifes geogréficas. Nas regides Norte, Centro-Oeste e
Nordeste a doenca ainda € considerada endémica (Penna et al., 2009). O Ministério
da Saude reforca a importancia do diagnostico precoce e mais preciso da hanseniase.
E crucial que todos os pacientes com a doenca recebam o tratamento com PQT
interrompendo a cadeia de transmiss&o da doenca, visto que esta, se nao reconhecida
e tratada a tempo, pode resultar em deformidades e incapacidades permanentes e
gue reforcam o estigma que ainda hoje acompanha o diagnaéstico (Ministério da saude,
2014). O maior desafio recai sobre os casos em que os bacilos ndo podem ser

identificados no raspado dérmico.

1.1.2 Agente etiolégico

A hanseniase é uma doenca causada pelo Mycobacterium leprae (ML), um
patdgeno intracelular obrigatério, pertencente a familia Mycobacteriaceae, ordem
Actinomycetales, classe Schizomycetes, descoberto em 1873 por Armauer Hansen e
sendo o primeiro patégeno bacteriano identificado em seres humanos (Walker &
Lockwood, 2006).

O ML é um bacilo imével, alcool-acido resistente (BAAR), Gram-positivo,
que se apresenta na forma de bastonetes levemente curvados, com 1 & 8 micra de
comprimento (Rees & Waters, 1972; Brennan & Nikaido, 1995). Pode ser observado
individualmente ou em grupamentos denominados “globias”, presentes no interior de
macrofagos (Mg@) ou das células de Schwann (CS), onde interagem entre si através
de uma substancia chamada de “gléia” (Hussain, 2007).

A estrutura bésica da parede celular do ML é semelhante a composi¢céo da
parede celular de todas as micobactérias. A membrana plasmatica esta envolta pela
camada interna da parede celular, que € formada por peptideoglicanos, compostos
por cadeias alternadas de N-acetilglicosaminas e N-glicosilmuramico, que se ligam a
camada de galactanos por uma ponte de arabinogalactanos (AG). Ligados a camada
de galactanos estdo as moléculas de arabinano contendo os &cidos micoélicos
acoplados. A porcéao externa da bicamada pseudolipidica é constituida por monocilato
de trealose (TMM), fiticerol dimicocerosato (PDIM) e glicolipidios fendlicos (PGLs). A
capsula estd composta por PGLs e PDIMs que envolve a bactéria e os lipomananas
(LM) e lipoarabinomananas (LAM) sdo observados tanto ancorados a membrana
plasmatica quanto na constituicdo da capsula (Figura 1).
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Figura 1. Modelo esquematico do envelope celular do Mycobacterium leprae. Membrana plasmética esta
recoberta por uma parede celular aclopada ao galactano por um arabinogalactano. Trés cadeias de arabinana
estdo ligadas a galactana. Acidos micélicos estfo ligados ao terminal arabinana. A capsula estd composta por
glicolipideos fendlicos (PGLs) e outras moléculas como os acidos micocerasois de dimicoceratos fiticero (PDIMs).
Lipomanana (LM) e lipoarabinomanana (LAM) séo observadas tanto ancoradas a membrana plasmatica quanto
constituinte da capsula (adaptado de Scollard et al., 2006).

O dominio lipidico que esta associado a especificidade imunolégica do ML é o
antigeno glicolipideo fendlico-1 (PGL-1). Este trissacarideo, ao interagir com o
dominio G da cadeia alfa-2 laminina presente na lamina basal da CS, permite a
entrada do bacilo no sistema nervoso periférico e determina o tropismo do patdégeno
ao nervo (Rambukanna et al., 1997, 2000). Evidéncias clinicas e histopatoldgicas ja
demonstraram que as CS sdo o principal alvo do ML (Mukherjee & Antia, 1986). A
predilecdo do bacilo pela célula neural traz vantagens a sua sobrevivéncia, visto que
as CS nao tém capacidade fagocitica, sdo incapazes de destruir o patdogeno e o
acesso aos agentes terapéuticos é limitado pela barreira hematoneural (Boddingius,
1984).

O sequenciamento gendmico do ML evidenciou uma perda consideravel de
genes funcionais quando comparados ao Mycobacterium tuberculosis. O ML
apresenta um genoma menor, de aproximadamente 3,3 Mb onde apenas 49,5%
correspondem a genes funcionais e pseudogenes, enquanto que 90% do gene do M.
tuberculosis codifica sequéncias proteicas. As mutacdes que levaram a reducéo do
genoma resultaram na eliminacdo de varios caminhos metabdlicos, inclusive da

maioria dos genes da cadeia respiratéria microaerdbica e anaerébica e numerosos
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sistemas catabdlicos e regulatorios, deixando o patégeno com genes bem especificos
para sua sobrevivéncia (Cole et al., 2001). S&o sugeridas diversas causas para a
ocorréncia desse fendmeno, inclusive as alteracdes no ambiente em que vive. E
possivel que um ambiente intracelular estavel, rico em substrato, dentro do nicho
especializado de Mg e CS dos nervos periféricos do hospedeiro humano, tenha
permitido essa adaptacdo ao ML (Williams et al., 2007; Gomez-Valero et al., 2007,
Singh & Cole, 2011).

As tentativas de cultivar o ML em meios de cultura permanecem frustradas
até o momento, mas sua multiplicacao é possivel através do modelo de inoculacao no
coxim plantar de camundongos (Shepard, 1962) ou no tatu (Ravisse et al., 1984). O
tempo de multiplicagédo dos bacilos é de 13 a 14 dias, permanecendo viaveis, fora do
organismo humano, por 36 horas em temperatura ambiente. E provavel que as
delecdes génicas e as mutacdes ocorridas no metabolismo, na regulacao e no reparo
do DNA sejam as causas do insucesso do cultivo do bacilo in vitro (Vissa & Bernnan,
2001). Além dos aspectos genéticos, o crescimento do ML é regulado pela
temperatura do ambiente no qual se encontra, tendo dificuldade em se multiplicar na
temperatura corporal de 37°C. A temperatura ideal para seu crescimento encontra-se
na faixa entre 27°C a 30°C, o que explica seu tropismo por areas mais frias do corpo
como a pele, os nervos periféricos e a cavidade nasal (Agrawal et al., 2005).
Entretanto, sua disseminacdo para outros tecidos pode ocorrer nas formas mais
graves da doenca, onde o ML pode crescer em locais que apresentem a temperatura
corporal elevada, tais como figado, olhos, testiculos, baco e linfonodos (Bernard &
Vasquez, 1973; Chen et al., 1976; Suster et al., 1989).

1.1.3 Transmissao e patogenia

As vias de infecgéo pelo ML ainda néo estao totalmente esclarecidas. Acredita-
se que o bacilo penetre no organismo humano por inalagdo das particulas eliminadas
pelas secrecOes da orofaringe (Pedley, 1975) ou por solugdes de continuidade da pele
de individuos multibacilares antes do inicio do tratamento (Job et al., 2008). Seres
humanos séo os principais reservatorios de infec¢cao do bacilo, embora camundongos
e tatus também tenham sido considerados reservatorios (Truman et al., 2011).

O bacilo possui alta infectividade e baixa patogenicidade. Estima-se que,
dos individuos expostos ao bacilo, acima de 95% sejam resistentes ao
4
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desenvolvimento da doenca. Uma vez exposto, a protecdo imunologica inata do
individuo é capaz de controlar a infecgdo e nenhum sinal da doenca é desenvolvido
(Scollard et al., 2006). Nos individuos suscetiveis, a doenca pode evoluir para uma
das formas do espectro de apresentacdes clinicas, sendo que o periodo de incubacao
do bacilo pode variar entre 2-12 anos antes do aparecimento dos sintomas clinicos
(Araujo, 2003).

As diferentes apresentacdes clinicas desenvolvidas pelos pacientes
estdo diretamente relacionadas ao padréo de resposta imunoldgica que esse paciente
€ capaz de desenvolver contra o ML. Segundo a OMS, o sistema de classificacédo
operacional compreende duas categorias, a forma paucibacilar (PB), definida pela
presenca de até cinco lesdes cutaneas e apresentando baciloscopia negativa nos
esfregacos de pele e a forma multibacilar (MB), definida quando o paciente exibe
acima de seis lesdes cutaneas e demonstra baciloscopia positiva nos esfregacos de
pele (WHO, 1998). Este sistema de classificacdo é bem simples e util, principalmente
em locais onde nao ha recursos para obtencéo de outras informacdes.

A classificacdo proposta por Ridley & Joppling (1966), considera as
caracteristicas clinicas, histopatoldgicas, baciloscépicas e as variacdes da resposta
imunolégica dos pacientes para definir as formas do espectro clinico observado na
hanseniase. Segundo essa classificacdo, podem ser distinguidos dois poélos da
doenca: em um dos polos estdo os pacientes com forma tuberculbide-tuberculdide
(TT) que exibem certa resisténcia imunoldgica ao parasita, e no outro polo estdo os
pacientes com forma lepromatosa-lepromatosa (LL) que possuem baixa resisténcia
imunolégica permitindo que os bacilos se multipliguem livremente. Entre os pdlos
podem ser identificadas as formas borderline classificadas como borderline-
tuberculdide (BT), borderline-borderline (BB) e borderline-lepromatosa (BL), cuja
apresentacao varia de acordo com a proximidade de cada polo (figura 2) (Walker &
Lockwood, 2006).
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Figura 2: Espectro clinico da hanseniase. TT= forma tuberculdide-tuberculdide; LL= forma lepromatosa-
lepromatosa; BT, BB, BL= grupo “borderline”; ENH= eritema nodoso hansénico; IL= interleucina; IFN-y= interferon-
gama.

Os pacientes com a forma TT e BT desenvolvem uma resposta imunoldgica
celular, mediada por linfécitos (L@) T helper (Th) tipo 1 com producado de interferon-
gama (IFN-v), interleucina-2 (IL-2) e IL-12, responsaveis pela ativagdo de Mg
(Spellberg & Eswards, 2001).

Na histopatologia, esta resposta imunoldgica leva a formacdo de granulomas
bem organizados, raramente contendo bacilos, distribuidos tanto na derme superficial
guanto na derme profunda, podendo atingir a hipoderme. Os granulomas séo
formados por Mg e células epiteliides, podendo apresentar células gigantes
multinucleadas e intenso infiltrado de linfocitos ao redor. A epiderme se encontra
comprometida pelo granuloma (figura 3) (Ridley, 1974). Os nervos podem estar
aumentados ou destruidos e a presenca de centro caseoso no nervo da derme é um
achado importante (Ridley, 1974; Massone et al., 2015). Alguns autores descreveram
0 uso da proteina S-100 como ferramenta para identificacdo dos nervos fragmentados
pelo processo inflamatorio, principalmente nos casos onde o bacilo ndo é visualizado
(Fleury & Bacchi, 1987; Gupta et al., 2006).

Clinicamente estes pacientes apresentam lesdes bem delimitadas,
eritematosas ou acastanhadas, com contornos regulares ou irregulares, de aspecto
anular ou geografico, enquanto os troncos periféricos podem aparecer espessados e
com dor a palpacéo principalmente nos casos de evolucao com neurite (Talhari et al.,

2015). As alteracdes de sensibilidade térmica, dolorosa ou tatil nestes pacientes séo



mais rapidas e intensas, visto que 0s nervos podem estar parcialmente ou totalmente
substituidos pelo granuloma inflamatério (Scollard et al., 2006).

No outro extremo do espectro estdo os pacientes com a forma LL. Estes
desenvolvem uma resposta imunoldgica do tipo humoral contra o bacilo, com ativacéo
de linfécitos Th2, produtores de citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13)
(Yamamura et al., 1992) e com inibicdo do receptor do tipo Toll- 2 (TLR-2) (Krutzik et
al., 2003). A auséncia de uma resposta efetora leva a alta carga bacilar observadas
no interior de Mg e das CS e ao aumento na producédo de anticorpos, principalmente
contra o PGL-1, componente especifico da parede celular do ML (Cho et al., 2001).
Microscopicamente, estes pacientes apresentam a derme difusamente comprometida
com macrofagos repletos de bacilos (globias), sem a formacdo do granuloma
epitelidide; linfocitos e plasmdcitos podem ser observados dispersos ou agrupados.
Os nervos da derme estdo rodeados pelo infiltrado inflamatério e apresentam um
aspecto normal ou podem estar fibrosado e hialinizados. A laminag&o do perineuro
com formagao de “bulbo de cebola” € um achado comum. A epiderme apresenta-se
atrofiada com a regido sub-epidérmica preservada (faixa de Unna) (figura 3) (Ridely,
1974; Massone et al., 2015). Clinicamente, estes individuos desenvolvem lesfes
numerosas e disseminadas, com infiltracdo difusa na face e no pavilhdo auricular
(Talhari et al., 2015).

As formas denominadas borderline sdo instaveis e podem tender a qualquer
um dos polos. Os pacientes BT tendem ao polo tuberculéide e apresentam maior
resisténcia ao bacilo. Histologicamente formam granulomas de células epitelidides
morfologiamente semelhantes as observadas na pele dos pacientes TT, com linfocitos
formando um halo ao redor do granuloma. A presenca de células gigantes é variavel
e 0s nervos podem estar aumentados pela presenca do granuloma. A forma BB é a
mais instavel. Histologicamente a regido subepidérmica ndo é afetada e os nervos
geralmente se apresentam como normais, mas pode formar granulomas epitelidides,
sem células gigantes e com escasso halo de linfocitos. A forma BL caminham para o
polo lepromatoso e também apresenta maior susceptibilidade a doenca.
Histologicamente o0s pacientes BL apresentam granulomas compostos por
macrofagos, com poucos linfocitos e plasmaocitos. Os nervos geralmente apresentam
formagao em “bulbo de cebola”. Assim como no polo LL, o bacilo é frequente nesta
forma clinica (figura 3) (Ridely, 1974; Britton & Lockwood, 2004).
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Figura 3: Histopatologia do espectro imunopatoldgico da hanseniase. TT- forma tubercul6ide-tuberculdide:
presenca de granuloma epiteliéide rodeado por numerosos linfécitos; HE, 100x; BT- “Borderline”-tuberculéide:
granuloma epitelidide em derme superficial com halo de linfocitos; HE, 100x; BB- “Borderline-borderline”: focos de
granulomas em derme superficial com leve infiltrado de linfécitos e plasmécitos; HE, 100x; BL- “Borderline”-
lepromatosa: pequenos granulomas adjacente ao musculo pilo-eretor e focos de linfocitos e perivasculares; HE,
100x; LL- lepromatoso-lepromatoso: infiltrado maci¢co de macrofagos espumosos, contendo numerosos bacilos,
ocupando toda derme . Epiderme retificada e faixa de Unna preservada; HE, 100x. Wade: numerosos bacilos
alcool-acido resistentes no interior de macréfagos em paciente com a forma lepromatosa; 1000x.

Os individuos que apresentam uma resposta imunoldgica indiferenciada séo
denominados de pacientes com hanseniase indeterminada (HI) e podem evoluir para
qualquer uma das formas clinicas ou para cura espontanea (Goulart et al., 2002). A
pele apresenta lesdo Unica hipocrdmica e hipoestésica que histologicamente podem
se apresentar como infiltrado inflamatério linfocitico-histiocitario (LeM@) inespecifico,
perivascular ou perianexial na derme superficial ou profunda. A presenca de
mastocitos € aumentada, enquanto que areas com granuloma estao ausentes. A
inflamacéo perineural é raramente observada, assim como a presenca de bacilo
(Massone et al., 2015).

As chamadas reacgdes hansénicas sdo surtos inflamatérios localizados ou
sistémicos, que podem ocorrer antes, durante ou apds o tratamento especifico da
doenca. As manifestacdes reacionais estao relacionadas a carga bacilar e a resposta
imunoldgica do paciente e vém acompanhadas das neurites (Nery et al., 1998). A
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reacao do tipo | ou reacao reversa (RR) ocorre, principalmente, nos pacientes TT ou
BT onde a liberacdo de antigenos decorrente da destruicdo dos bacilos leva a
exacerbacdo da resposta imunoldgica, com intensa producdo de citocinas proé-
inflamatorias e um quando reacional de hipersensibilidade. Dados de literatura
correlacionam a alta concentracdo do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) a
participacdo ativa direta ou sinérgica com outras citocinas proé-inflamatérias, como
responsavel por essa reacao inflamatoria exacerbada observada na RR (Sarno et al.,
1991, Chaitanya et al., 2013; Andrade et al., 2015).

A reacao do tipo Il ou eritema nodoso hansénico (ENH) ocorre nas formas
multibacilares LL ou BL e acredita-se que sejam desencadeadas por depdsitos de
imunocomplexos (Wemambu et al., 1969). Reflete um processo inflamatério agudo,
envolvendo qualquer 6rgdo ou tecido em que o bacilo ou seus antigenos estejam
presentes com alta expressao de citocinas TNF-a, IL-2, IL-6, IL-10 (Vieira et al., 1996;
Moraes et al., 1999). Clinicamente os pacientes desenvolvem placas ou nédulos
subcuténeos, eritematosos e dolorosos que podem estar associados a sintomas
sistémicos como neurites, artrites, linfadenomegalias e hepato-esplenomegalia
(Tolentino et al., 1965).

O envolvimento neural ocorre em todas as formas clinicas da hanseniase,
sendo necessaria a destruicdo de, em média, 30% das fibras nervosas para que haja
manifestacdo clinica. Essa agressdo pode se estabelecer nas fases iniciais, com o
processo inflamatério mais ameno ou nas fases tardias, onde esta acompanhada por

intenso processo inflamatoério (Sarno et al., 2000; Chacha et al., 2009).

1.2 Neuropatias

A suspeita clinica para o diagndéstico da hanseniase é baseada em alguns
sinais cardinais como a presenca de lesbes cutaneas hipoestésicas, quadro
neuropatico com espessamento de nervos periféricos e alteracdes sensitivo-motoras.
No entanto, além da hanseniase, outras neuropatias que apresentem manifestacoes
clinica semelhantes devem ser consideradas como diagndstico diferencial.

A avaliacdo clinica e eletroneuromiografica (ENMG) dos pacientes com
neuropatias pode ser complementada com a coleta de fragmento do nervo por
procedimento de bidpsia. O exame do fragmento neural pode permitir ndo sé o
diagndstico, mas também fornecer informacdes sobre o tipo de fibra nervosa afetada,

o tipo de desmielinizacéo e se esta ocorrendo remielinizacdo (Werneck, 1988).
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1.2.1 Nervos periféricos

A compreensdo da organizacdo funcional do sistema nervoso é fornecida
através da observacdo da morfologia e da interacdo entre os neurdnios. Estas
caracteristicas sdo aplicadas as duas subdivisdes do sistema nervoso, 0 sistema
nervoso central (SNC) constituido pelo cérebro e pela medula espinhal e o sistema
nervoso periférico (SNP) composto pelos nervos periféricos, com fibras sensitivas,
motoras e autdbnomas interconectadas estruturalmente e funcionalmente (Stermini,
1997). Os principais componentes celulares destes sistemas sdo 0s neurdnios,
capazes de transmitir sinais elétricos sob a forma de potenciais de acao, e as células
da glia ou neuroglia, que sao determinantes para a formacao da arquitetura neural e
para transmissao sindptica. No SNP, as CS tém como principais funcdes fornecer
suporte, protecdo e nutricdo aos neurdnios e facilitar a conducdo dos impulsos
nervosos (Doetsch, 2003; Martini & Wilison, 2015). O acumulo de neur6nios do
sistema periférico é denominado ganglio nervoso.

Morfologicamente, o nervo periférico € composto por fasciculos separados e
envolvidos por tecido conjuntivo denominado epineuro. Cada fasciculo esta envolvido
por camadas de células fusiformes especializadas, intimamente unidas entre si
chamadas de perineuro, que tem por objetivo sustentar, isolar e proteger os axonios.
O endoneuro € constituido por fibras colagenas arranjadas longitudinalmente e
sintetizadas por fibroblastos do endoneuro (figura 4). Entremeado ao endoneuro séo
observados os axbénios mielinicos de varios diametros e amielinicos envoltos por
prolongamentos das CS e visiveis somente na microscopia ultraestrutural (Shetty,
1997).
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Figura 4: Corte histolégico do nervo periférico normal. A) Fasciculo nervoso Unico apresentando envoltério
conjuntivo externo (epineuro) e células especializadas ao redor do fasciculo (perineuro); HE, 200x; B) Fasciculo
nervoso Unico corado em tricromico de Gomori, evidenciando os axdnios mielinizados (em vermelho). A seta indica
0 nucleo de uma célula de Schwann; 200x; C) Fasciculo nervoso em maior aumento evidenciando o tecido
conjutivo frouxo (endoneuro) que sustenta os axdnios; HE, 400x.
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A etapa final de diferenciacao das popula¢cdes mielinizantes e ndo-mielinizantes
das CS acontece no final do seu desenvolvimento. Morfologicamente, as CS imaturas
e as CS nao-mielinizantes séo semelhantes assim como a expressdo de marcadores
moleculares, com excecdo da galactocerebrosidase e das integrinas alfal-betal e
alfa7- betal, exclusivo do perfil ndo-mielinizantes (Woodhoo & Sommer, 2008). No
mais, as CS n&o-mielinizantes envolvem multiplos axénios de pequeno calibre,
formando estruturas chamadas Remak bundle e expressam a proteina fibrilar glial
acida (GFAP), o receptor do fator de crescimento neural de baixa afinidade
(NGFR/p75) e a molécula de adesao celular neural (NCAM) (Ndubaku & Bellard,
2008). Para o processo de mielinizagdo das CS é necessario que ocorra o rearranjo
espacial dessas células com os axbénios numa relacdo de 1:1 e que ocorra o
alongamento lateral da célula definindo assim a orientacdo da membrana axonal que
sera mielinizada e a face externa que ira secretar a lamina basal (Simons & Trotter,
2007). Associado as CS mielinizadas e amielinicas no endoneuro, existe uma
variedade de tipos celulares que incluem mastécitos, pericitos, células endoteliais e
células endoneurais semelhantes a fibroblastos. Essas Ultimas parecem ter uma
atividade potencialmente maior que o fibroblasto comum, com producéo de citocinas
e atividade fagocitica (Richard et al., 2012).

Para compreender as alteragdes sintomaticas das neuropatias € preciso
entender as principais lesdes morfoldégicas que ocorrem nosS ramos Nervosos
periféricos.

Na neuropatia axonal ha degeneracao de axénios, afetando quase sempre 0s
de maior calibre, seguindo para os axdnios amielinicos com a cronicidade da leséo.
Sdo lesdes inespecificas ndo sendo possivel, na grande maioria dos casos,
determinar, pela morfologia, a causa da degeneracdo dos axbnios. Os cortes
transversais do nervo mostram reducéo global na populacdo de axdnios. Os axdnios
e suas bainhas de mielina degeneradas sdo englobados pelas CS ou por Mg e
permanecem, temporariamente, como corpusculos eletrodensos (Vallat et al., 2008).
Eventualmente, pode haver regeneracdo de alguns axénios que, caso sofram
remielinizagdo, a mielina formada tem aproximadamente o mesmo diametro e
espessura e estes formam grupamentos de dois ou mais axonios.

Na desmielinizacdo segmentar ha o comprometimento de internodos isolados
ou multiplos da bainha de mielina. O material resultante da degeneracdo da mielina
forma enovelados de membrana (ovoide de mielina) encontrados no citoplasma das

CS e de Mg. A degeneracéao das fibras motoras com extensa degeneracéo Walleriana
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pode se estender ao glanglio ventral (Martini & Wilison, 2015). O processo pode ser
intenso, envolvendo simultaneamente muitos internodos, como na sindrome de
Guillain-Barré ou pode ter evolucéo indolente, afetando internodos isolados.

Na neuropatia hipertrofica sédo observados repetidos ciclos de desmielinizacao
e remielinizacdo nos axo6nios periféricos. A mielina formada é fragil e degenera
facilmente, sendo substituida por outra também fragilizada. No processo, as
proliferagdes dos prolongamentos das CS tendem a se dispor ao redor dos axonios
formando estruturas do tipo “bulbo de cebola” visiveis nos cortes histoldgicos corados
em HE (Freitas et al., 1995).

1.2.2 Neuropatias com diagnéstico diferencial para a

hanseniase

Diferentes neuropatias podem ser consideradas no diagnéstico
diferencial para a hanseniase. A partir do exame clinico, o espessamento de nervos
periféricos pode ser encontrado na doenca de Charcot-Marie-Tooth, na doenca de
Déjérine-Sottas e na doenca de Refsum. As polineuropatias, com alteracdes
sensitivas, motoras, ou ambas, incluidas como diagndéstico diferencial sao a difteria, o
botulismo, a mononucleose infecciosa, a brucelose, a porfiria, intoxicagdo por ouro,
além da doenca de Déjérine-Sottas. A disfuncdo predominantemente sensitive pode
ocorrer na leucemia, doenca de Hodgkin e na isquemia neuropatica. A perda mista,
motora e sensitiva, semelhante a da hanseniase, ocorre na intoxicacdo por arsénico,
brémio, talio ou mercurio, por uso de drogas, como isoniazida e talidomida, e nas
doencas como o Diabetes mellitus, amiloidose, IUpus eritematosos sistémicos e
esclerodermia (Souza, 1997).

As alteracdes histopatologicas das neuropatias inflamatdrias podem mostrar-
se similares as alteracbes observadas nos nervos dos pacientes com hanseniase
dificultando a confirmacao diagnostica quando o bacilo ndo € observado na amostra.
Os principais achados histopatolégicos de algumas doengas com diagndsticos
diferenciais da FNP sao (Weis et al., 2012):

1) Neuropatia isquémica (poliarteritis nodosa; granulomatose de Wegener;
sindrome de Churg-Strauss e vasculite): os nervos apresentam degeneracao axonal,

algum grau de desmielinazac@o segmentar e inflamacgé&o perivascular inespecifica que
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envolve vasos sanguineos do perineuro ou endoneuro; raramente € observado
vasculite necrosante;

2) Neuropatias infecciosas (difteria, herpes zoéster, doenca de Lyme
desmielinizante, hepatite B): 0os nervos apresentam degeneracédo axonal com algum
grau de desmielinizacdo segmentar secundaria; na doenca de Lyme pode apresentar
infiltracdo perivascular de linfécitos e plasmdcitos em torno de pequenos vasos
sanguineos do endoneuro, perineuro e epineuro, sem vasculite necrotizante;

3) Neuropatias metabdlicas (Diabetes mellitus): os nervos demonstram
degeneracdo axonal e desmielinizacdo segmentar. As vezes pode ser observada uma
perda assimétrica de axdnios entre e dentro de fasciculos do nervo, com grupamentos
de ax6nios regenerados pequenos, hiperplasia endotelial de arteriolas e capilares do
epineuro e endoneuro e presenca de células inflamatorias perivasculares;

4) Amiloidose: os nervo periférico exibem deposicao de substancia amiléide em
um padrao globular ou difuso dentro de tecidos epineural e endoneural e em torno de
paredes dos vasos sanguineos. Degeneracao axonal ativa e grave perda de pequenas
fibras mielinizadas e amielinicas sado observadas. A coloracdo de vermelho-congo é

atil para a confirmacao do diagnaostico.

1.2.3 Neuropatia por hanseniase

A hanseniase é a principal causa das neuropatias ndo-traumaticas no mundo.
Estima-se que mais de um quarto de todos os pacientes hansénicos apresentam
algum grau de incapacidade e destes, cerca de metade apresenta les6es neurologicas
gue podem permanecer mesmo apos a eliminacéo do patogeno (Jardim et al., 2015).
O potencial de desenvolvimento das deformidades nas mados e pés e
comprometimento ocular estdo associados aos nervos lesionados. A dor neuropatica
pode ocorrer durante a infec¢do ou durante o tratamento, e pode persistir mesmo apés
o término do PQT, compromete a saude e bem-estar dos pacientes de uma forma
devastadora (Nascimento, 2013; Ramos et al., 2014).

A neuropatia hanseniana surge a partir da invasao dos nervos periféricos pelo
ML e através das respostas imunoldgicas a esse patdégeno. Dois aspectos devem ser
considerados para a compreensao da patogénese da neuropatia hanseniana: primeiro
a localizacdo do ML nos nervos periféricos, o qual pode ser encontrado no interior de
CS, de Mg endoneurais, de fibroblastos, de células perineurais ou ainda de células
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endoteliais (Chimelli et al., 1997; Scollard et al., 2006). No entanto, a CS
principalmente amielinica, € o principal alvo do ML (Rambukanna et al., 2002). Como
as CS nao séo fagacitos profissionais, elas apresentam dificuldade em destruir o ML,
gue ao permanecer no meio intracelular, consegue escapar da acao do sistema imune
do hospedeiro e se proteger contra agentes terapéuticos, garantindo sua
sobrevivéncia e replicacdo (Rambukanna, 2001). Ja foi descrito que o ML, uma vez
no interior da CS, provoca um processo de desdiferenciagdo celular com destruicao
da bainha de mielina, gerando a perda da funcdo axonal e favorecendo a
disseminacgao da infeccdo (Masaki et al., 2013).

O segundo aspecto de importancia para o desenvolvimento da neuropatia
hanseniana é a resposta imuno-inflamatoéria desencadeada pela presenca do bacilo.
Apesar de ndo ser uma célula fagocitica especializada, as CS também tém a
capacidade de produzir e secretar uma variedade de citocinas, o que reforca seu
potencial modulador de resposta imunoldgica, durante a infeccdo ou em condicdes
normais. Estudos ja detectaram a liberacéo de IL-18, IL-6, TNF-a, TGF- e IL-8 por
essas células in vitro e algumas dessas moléculas também in vivo, assim como de
outros mediadores pro-inflamatérios como prostaglandinas E2, tromboxano A2, o
leucotrieno C4 e a secrec¢do da proteina quimiotética de mondcitos (MCP-1) (Oliveira
et al., 2005; Kieseier et al., 2006). Além disso, a CS infectada € fortemente suscetivel
ao Lg efetor CD4+, passando a expressar molécula do complexo principal de
histocompatibilidade classes | e Il, ICM-1 e CD80, moléculas de superficie envolvidas
na apresentagcdo de antigeno. O resultado final consiste numa neuropatia
desmielinizante (Scollard et al., 2006) com proliferacdo de fibroblastos e depédsito de
colageno (Job, 1989).

Apesar das CS colaborarem indiretamente com a injaria nervosa, essas células
Sao essenciais para o processo de regeneracao do nervo periférico, através da sua
influéncia neurotréfica e neurotrépica (Johnson et al., 2005). O dano neural é seguido
de um fenbmeno denominado “degeneracao Walleriana”, que consiste em uma série
de respostas celulares direcionadas para remocao e reciclagem de fragmentos
oriundos da destruigédo celular, gerando assim, um ambiente permissivo para o inicio
da degeneracao axonal. Os macrofagos séo recrutados para o local comprometido e
juntamente com as CS promovem a retirada dos debris celulares e desta forma,
enquanto a porcao distal do axénio sofre degeneracao, a regiao proximal inicia a sua
recuperacédo (Chen et al., 2007).
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A neuropatia da hanseniase é geralmente caracterizada pela perda sensitiva
parcial ou total nas areas afetadas pelo nervo comprometido. A lesédo pode ocorrer em
nivel dérmico, onde somente as termina¢des nervosas finais sdo afetadas, em nivel
subcutaneo ou no tronco nervoso. Os nervos motores e autbnomos também podem
ser afetados. A lesdo aos nervos motores gera um quadro de perda de forgca muscular,
paresia, paralisia e atrofia muscular. Quando as fibras autonémimcas séo afetadas ha
apresentacao clinica de cianose, pele seca e de redu¢éo ou auséncia de sudorese no
local. A funcdo autondmica, assim como o0 estudo da conducdo nervosa, é
relevantemente mais alterada nos pacientes MB do que nos pacientes PB
(Nlarramendi et al., 2012; Vital et al., 2012).

Os nervos mais comprometidos pela lesdo por hanseniase sdo o ulnar, o
mediano, o auricular posterior, o radial superficial, o fibular comum, o fibular superficial
e o tibial posterior (Nascimento, 2013). As apresentacfes neuropaticas incluem,
principalmente, a mononeuropatia (onde somente um nervo é afetado) e a
mononeuropatia multipla (onde dois ou mais nervos sdo afetados de forma
assimétrica), em alguns casos, a polineuropatia (onde muitos nervos sao afetados
simultaneamente). Em estudo realizado com 20.000 pacientes em cinco continentes,
durante 28 anos, Browne (1965) observou que manifestacdes neuriticas,
principalmente a parestesia localizada, apresentando-se como mononeurite ou
mononeurites multiplas, podem preceder as lesdes cutaneas por muitos meses.

A mononeuropatia mdultipla é a apresentacdo mais comum observada na
hanseniase. O processo inflamatério que atinge os nervos periféricos, leva ao
aumento do ramo afetado com dor a palpacéo. O nervo ulnar é o tronco nervoso mais
acometido pela doenca e representa cerca de 60% dos casos onde somente um nervo
é lesionado (Van-Brakel & Khawas, 1994). Quando existe o envolvimento do nervo
tibial posterior, a sola plantar é afetada gerando anestesia, Ulcera e, com a evolugéo
do quadro, deformidades severas nos pés com reabsorcéo 6ssea (Nascimento, 2013).

Na prética, os testes mais utilizados para o diagnéstico da hanseniase sdo 0s
testes de sensibilidade tatil com uso do algodao seco ou embebido em &lcool, teste
de pressdo com os monofilamentos de Semmes-Weinstein, teste de sensibilidade
térmica usando tubos de ensaio contendo agua quente e fria na area hipoestésica ou
anestésica e avaliagdo da forga muscular (Ministérios da Saude, 2002). A principal

preocupacao do diagnostico precoce € a prevencgdo das deformidades incapacitantes.
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1.3 Forma neural pura da hanseniase

O diagnostico cardinal da hanseniase inclui a observacéo das lesdes cutaneas
hipoestésicas, do quadro de neuropatia e a presenca de bacilo nos esfregacos de
pele. Contudo, existe um grupo de pacientes onde o comprometimento neurologico
pode aparecer sozinho ou anteceder as lesdes dermatolégicas por meses ou anos
(Browne, 1965; Skacel et al., 2000). Esta forma é diagnosticada como forma neural
pura da hanseniase (FNP), hanseniase neuritica ou hanseniase neuritica primaria e
esta caracterizada pela presenca dos sintomas clinicos do comprometimento
sensitivo, parestesia, espessamento do tronco nervoso, dor neural e atrofia muscular
com auséncia das lesbes dermatologicas tipicas da hanseniase (Ooi et al., 2004,
Walker & Lockwood, 2007).

A FNP é de dificil diagnéstico e sua classificagdo requer uma analise integrada
e minuciosa do paciente. Na verdade, este grupo de pacientes ndo pode ser
classificado de acordo com o sistema de Ridley & Jopling, devido a auséncia das
lesBes cutaneas. Ainda assim, a OMS classifica este grupo como paucibacilar devido
a auséncia de bacilo no esfregaco cutaneo. Quando existe a suspeita clinica da FNP
sua confirmacdo exige um gupo de neurologistas especializados e métodos de
investigagdo complementares como a eletroneuromiografia (ENMG), testes
sorologicos anti-PGL-1, a reacdo da cadeia de polimerase (PCR) para deteccdo do
DNA do M. leprae e a coleta de fragmento do nervo periférico por procedimento de
bidpsia para andlise histopatologica (Chimelli et al., 1997). Essa dificuldade leva,
muitas vezes ao atraso no diagnastico e a evolugéo sequelante da doencga (Rodriguez
et al., 1993).

A sua incidéncia varia entre 1 a 16% dos pacientes dentro de populacdes de
areas endémicas (Skacel et al., 2000; Scollard et al., 2006). No Brasil, a prevaléncia
€ baixa, mas pode ser subestimada devido a dificuldade no diagndstico. Em estudo
no Instituto Lauro de Souza Lima, no estado de S&o Paulo, entre 1985-2005, indicou
a prevaléncia de menos de dois casos por ano (Garbino, 2007). Ja o Ambulatério
Souza Araujo (ASA), Fiocruz, centro de referéncia no estado do Rio de Janeiro,
mostrou que os pacientes FNP correspondiam a 17,1% de todos o0s casos
diagnosticados como hanseniase no periodo de 1998-2001 (Jardim et al., 2003).

A apresentacdo mais comum da FNP é o comprometimento de um nervo
(mononeuropatia) ou mais nervos (mononeuropatia multipla) de forma assimétrica,

sendo o nervo ulnar o mais afetado (de-Freitas et al., 2004; Jardim et al., 2003; Kumar
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et al., 2004). A avaliacéo eletrofisiolégica nos pacientes contribui para a compreensao
do comprometimento neuroldgico da doenca. O padrédo axonal é o mais comumente
observado e representa uma correlacéo entre a diminuicdo da conducgao nervosa e a
perda das fibras mielinizadas nos nervos periféricos (Jardim et al., 2004 e 2015).
Entretanto, o nUmero de nervos clinicamente envolvidos € variavel, visto que o ML tem
a capacidade de parasitar um ramo nervoso sem comprometer o ramo adjacente
(Mahajan et al., 1996; Kumar et al., 2004).

Clinicamente o paciente apresenta sinais e sintomas de comprometimento
neural de sensibilidade na forma de parestesia localizada, hipoestesia, anestesia
térmica e dolorosa, dor a palpacdo e espessamento do nervo afetado que podem
evoluir para alteracdo motora (Rodriguez et al., 1993; Garbino et al., 2004; Jardim et
al., 2015).

Diante da dificuldade no diagndstico, principalmente em servicos onde a
biépsia do nervo e a ENMG néo sao realizadas (Garbino et al., 2004), o déficit motor
e consequentemente as deformidades tédo estigmatizantes, sao frequentes na FNP
(figura 5) (Jenkins et al., 1990; Mahajan et al., 1996; Girdhar, 1996).

Figura 5: Métodos diagndsticos da forma neural pura da hanseniase. A) Avaliagéo clinica — méo de paciente
em apresentando lesdo em nervo mediano com reabsorcao éssea da falange distal do dedo indicador e auséncia
de lesBes dermatoldgicas; B) Procedimento cirlrgico de retirada do fragmento do nervo mediano para analise
histopatoldgica.

A analise histopatologica do fragmento neural € considerada um exame chave
para diagnostico da FNP. A interpretacdo das alterages histopatolégicas observadas
nos nervos pode ser confirmatdria ou fortemente sugestiva de lesédo por ML e continua
a ser a base para o diagnéstico da FNP. Os achados histopatolégicos dos nervos séo
semelhantes aos observados nos padrbes histologicos da hanseniase na pele e

dependem da gravidade da doenca assim como a presenca ou auséncia de quadros
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reacionais. Entretanto, algumas alteracbes histopatologicas observadas nos
fragmentos de nervo podem ser vistas em outras neuropatias além da hanseniase,
em particular na vasculite e na polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica
(Chimelli et al., 1997).

Dentre os achados histopatoldgicos, a observacao do bacilo € confirmatoria do
diagndstico. O bacilo, no entanto, ndo é encontrado na maioria das biépsias. Em cerca
de 20% dos pacientes é possivel a observacdo do bacilo através da coloracdo de
Wade-Fite (Chimelli et al., 1997; Antunes et al.,, 2012). Quando possivel, a
microscopia em corte semi-fino do tecido coletado por biopsia permite ainda a
visualizacdo do bacilo em outros sitios de infec¢do além das CS e dos Mg, como as
células endoteliais ou no lumen vascular (Chimelli et al., 1997).

Dentre os achados inespecificos, porém fortemente sugestivos de lesdo por
hanseniase estdo o infiltrado inflamatério LeM@ envolvendo os compartimentos
neurais epi-, peri- e endoneuro, a formacao do granuloma epitelidide e, nos estagios
mais tardios, a substituicdo do tecido lesado por fibrose e hialinizagdo do endoneuro,
gerando completa destruicdo da arquitetura do nervo e o prejuizo funcional do tecido
(Chimelli et al., 1997; Jardim et al., 2004; Antunes et al., 2012).

Quando os achados nos fragmentos de nervo coletados por procedimento de
biopsia séo inespecificos ou inconclusivos, o diagnostico da FNP se da através da
associacao entre o exame clinico, a ENMG, a pesquisa do DNA do bacilo através do
PCR e a pesquisa do anticorpo anti-PGL-1 (Jardins et al., 2003).

Por ser um antigeno especifico do ML a investigacdo soroldgica por Elisa do
anti-PGL-1 é um critério bem menos invasivo de investigacdo da hanseniase e
mostrou-se eficaz em 21% dos pacientes diagnosticados com FNP (Jardim et al.,
2005). Nos ultimos anos, a identificacdo do ML através de métodos de extracao,
amplificagéo e identificagdo do DNA da espécie pelo PCR tem se tornado mais eficaz,
com isso tornou-se uma importante ferramenta para o auxilio ao diagnostico da FNP
(Jardim et al., 2005; Bezerra-da-Cunha et al., 2006; Martinez et al., 2014).

A biopsia do tronco nervoso exige a presenca de neurologistas especializados
e de infra-estrutura somente encontrada em hospitais gerais ou excepcionalmente em
alguns centros de referéncia para o tratamento da hanseniase. De forma diferente, a
biépsia cutanea é um exame pouco invasivo e pode ser realizada em procedimento
de facil realizacdo, quando necesséario ou para finalidades de pesquisa. Filetes

nervosos sao observados na maioria dos fragmentos cutaneos coletados para fins
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diagndsticos, no entando, o uso destes como auxilio ao diagnéstico na FNP ainda néo
foi bem estabelecido (Ura & Barreto, 2004).

A inexisténcia de um teste Unico, com garantia elevada para conclusdo do
diagnéstico, direciona a procura por exames que possam agregar eficiéncia ao
diagnoéstico da FNP, uma vez que nao existe o padrdo-ouro de diagnostico quando o

bacilo ndo é observado (Buhrer-Sékula et al., 2009).

1.4 Pele e sistema nervoso cutaneo

O sistema tegumentar € um 6rgdo complexo que cobre toda a superficie do
corpo e esta continua & membrana mucosa dos orificios naturais. Contabiliza 15% de
todo peso corporal e com isso € o maior 6rgado do organismo humano. A pele exerce
multiplas funcbes e é a primeira barreira de protecéo fisico-quimica do corpo. Esta
organizada em trés camadas bem definidas: a epiderme, a derme composta
predominantemente por tecido conjuntivo e seus anexos cutaneos (foliculos pilosos,
glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas) e a hipoderme ou paniculo adiposo
(Butnaru & Kanitakis, 2002).

A epiderme é classificada como epitélio escamoso estratificado por possuir
diferentes camadas celulares com espessura distinta de acordo com a regido do
corpo. Basicamente estd composta por uma camada mais inferior, denominada de
camada basal, seguida pelo estrato espinhoso que pode ter entre 5-15 camadas
celulares, estrato granuloso com 1-3 camadas celulares e estrato cérneo, contendo
de 5-10 camadas celulares (Kanitakis, 2002). Na pele glabra o estrato cérneo e o
granuloso estao separados por uma camada de células ceratinizadas e compactadas,
o estrato lacido. O ceratindcito é o principal tipo celular presente na epiderme. Ja se
sabe que, além da funcdo protetora e estrutural, os ceratindcitos sdo indutores e
produtores de citocinas e quimiocinas estimuladoras da resposta imunologica
(Sugaya, 2014).

Além dos ceratindcitos, estdo presentes na epiderme os melandcitos,
distribuidas pela camada basal na proporcao de 4:10 células e sdo responsaveis pela
producdo do pigmento melanico, conferindo protecdo contra os raios ultravioleta. Os
melandcitos também séo responsaveis pela producéo de citocinas como IL-18, IL-6
and TNF-a, assim como de quimiocinas (Gasque & Jaffar-Bandjee, 2015). As células
de Langerhans séo células dendriticas (CD34-positiva), apresentadoras de antigeno

e formam a primeira linha de defesa imunoldgica do corpo.
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Os anexos cutaneos sdo compostos pelas unidades foliculos-sebaceas e pelas
glandulas sudoriparas. As células das glandulas sudoriparas expressam diferentes
marcadores imunohistoquimicos, entre eles a proteina S-100, um importante
marcador de identificacdo das estruturas neurais (Kanitakis, 2002).

O sistema nervoso cutaneo representa uma importante parte do SNP. A pele
contém um rico e complexo sistema nervoso que consiste em ramos aferentes e
eferentes. Os ramos aferentes pertencem ao sistema cérebro-espinhal e consistem
no sistema sensitivo que se originam do ganglio dorsal e se subdividem em dois
grupos, os nervos epidérmicos e nervos dérmicos (Malinovsky, 1996).

AS terminagdes nervosas intraepidérmicas consistem em uma rede de
terminacdes nervosas finas, com ramificacdes livres, pelas CS que ao cruzarem a
juncao dermo-epidérmica, perdem o perineuro tornando-se células ndo mielinizadas
e nas células de Merkel que ficam na camada basal da epiderme (Fortman &
Winkelmann, 1973; Butnaru & Kanitakis, 2002). Na derme, 0s nervos terminam nos
receptores nervosos capilares ou nos receptores sensoriais néo-capsulados e

encapsulados (Ruffini, Meissner, Krause, Pacini) (Malinovsky, 1996) (figura 6).

Terminagbes

nervosas livres  [—__ ] /'/ Corpusculo de Meissner
(dor) -

(Tato)

Corputisculo de Pacini
/ (presséo)
/

Derme
Receptores de

Krause
(frio)

y  Receptores de Ruffini
(calor)

-
Nervo da raiz do pelo _//
(tato)

Figura 6: Diagrama do sistema sensorial da pele. Mecanoreceptores: corpusculo de Pacini; corpusculo de
Meissner, discos de Merkel. Termoreceptores: receptores de Krause (frio); receptores de Ruffini (calor).
Nocireceptores: terminagdes nervosas livres. gs- glandula sebécea; gsd- glandula sudoripara; fp- foliculo piloso.
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Histologicamente as terminacfes nervosas motoras e sensitivas ndo sao
visiveis na coloragdo de rotina. Elas podem ser identificadas através de marcacdes
imunofenotipicas como o produto protéico do gene 9.5 (PGP9.5), a molécula de
adesao celular neural (NCAM), o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
e a substancia P (SP) (Griffin et al., 2001; Roosterman et al., 2006).

Os nervos dérmicos podem ser reconhecidos devido a sua aparéncia ondulada
onde os axonios sdo rodeados pelas CS e por fibroblastos perineurais (Kanitakis,
2002).

A presenca de fibras nervosas intraepidérmicas e dérmicas ja foi demostrada
através de microscopia eletrdnica ou de imunofluorescéncia confocal usando
diferentes marcadores neuronais (Reilly et al., 1997; Lauria at al., 2009). As fibras
intraepidérmicas sdo terminacdes nervosas amielinicas provenientes de células de
Schwann que ao penetrarem na epiderme perdem sua camada de mielina ou de fibras
nervosas que emergem do plexo nervoso subepidérmico (Wendelschafer-Crabb,
Kennedy, 2006)

Existem trés padrées predominantes de fibras nervosas na derme. As fibras AR
sdo moderadamente mielinizadas e captam o0s receptores tateis, as fibras Ad que
contém uma fina bainha mielinica e as fibras C que possuem baixa condutividade, sao
amielinicas e pequenas (Roosterman et al., 2006).

A inervacgdo cutanea consiste, principalmente por fibras nervosas amielinicas
(Griffin et al., 2001; Roosterman et al., 2006; Ebenezer et al., 2007), com uma pequena
guantidade adicional de fibras nervosa autonémicas, sendo que essas nunca inervam
a epiderme. As fibras nervosas sensitivas estdo localizadas na derme papilar e
intermediéaria, onde diferentes subtipos de fibras inervam o0s anexos cutaneos e 0s
vasos sanguineos, sendo responsaveis também pela inervacdo do tecido subcutaneo
hipodérmico (Steinhoff et al., 2003).

Apesar da baixa incidéncia de fibras autonémicas na pele, no couro cabeludo
e na pele glabra, as fibras nervosas intraepidérmicas possuem uma exclusiva funcéo
somatica pois sua degeneracao s6 acontece ap0s axotomia ou gangliotomia, mas néo
depois da simpatectomia (Lauria et al., 2009). Neurofisiologicamente, tanto as fibras
C quanto as fibras Ad respondem a uma variavel gama de estimulos fisicos como
trauma, calor, frio, variagbes osmoticas, distensdo ou estimulos mecéanicos e luz
ultravioleta, assim como aos estimulos quimicos, agentes alergénicos, proteases ou

microrganismos (Roosterman et al., 2006).
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A pele normal expressa uma variedade de neuropeptideos que sao tanto
derivados diretamente dos neurbnios sensitivos como derivados dos ceratindcitos, do
endotélio microvascular ou dos fibroblastos (Roosterman et al., 2006). Os ax6nios
peptidérgicos expressam o CGRP junto aos outros peptideos incluindo a SP. Os
axonios ndo-peptidérgicos sao indentificados por sua atracdo a lecitina IB-4 (Ebenezer
et al., 2007).

Os axdnios amielinicos estdo organizados nos feixes de Remak. Esses sao
definidos como formacdes de células de Schwann ndo mielinizadas e variaveis
nameros de axoénios de fibras C. Existem, pelo menos, trés fatores tréficos que afetam
0s nocireceptores de fibras C: o fator de crescimento neural (NGF), o fator neurotréfico
derivado da célula glial (GDNF) e o fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-
1). Os neurdnios que dependem do NGF expressam alta afinidade pelo receptor de
tirosina quinase (trkA), assim como baixa afinidade NGFR/p75 (Griffin et al., 2001). A
expressdo de ambos é necessaria para a regeneracao do nervo periférico apds injaria
(Mendell et al., 1999).

Aproximadamente metade dos nocireceptores dos nervos sensitivos
dependem do NGF para suporte trofico. O NGF € importante para sobrevivéncia e
inervacdo do alvo das fibras sensitivas finas. Sua expressdo em células como os
ceratindcitos indica um possivel papel ha manutencédo e plasticidade dos neurdnios
sensitivos (Bennet, 2001). A outra metade é sensivel aos GDNF e seu receptor c-ret
e outros marcadores. Esses marcadores possuem a habilidade de se ligar a lecitina
Griffonia, a isoleucina B4 e a metade dos ligantes para fusosil marcando a populacao
de neurdnios dependentes de GDNF (Griffin et al., 2001).

A maioria dos nocireceptores carrega o receptor para capsaicina. Esse receptor
vaniloide tipo 1 esté relacionado a sensacdo de dor por calor (>52°C). Existe a
hipétese que subpopulacdo de fibras C, que sdo os neurbnios aferentes nao-
mielinizados (nociceptores C-polimodais), contenham receptores para capsaina e com

iISSo tornam-se um importante regulador de inflamacéo (Steinhoff et al., 2003).
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1.4.1 Bidpsiacutanea na forma neural pura da

hanseniase

Como explicado anteriormente, a FNP ¢é de dificil identificacdo e seu
diagndstico envolve a associacdo do exame clinico, ENMG, da bidpsia do nervo para
andlise histopatolégica do fragmento neural, testes soroldégicos e moleculares. A
biopsia de nervo € ainda uma das ferramentas principais para o diagnostico desta
forma clinica. Segundo Jacob & Mathai (1988), a FNP so6 deveria ser diagnosticada
através da analise histopatolégica do fragmento do nervo periférico comprometido.
Entretanto outros autores tém relatado o uso da biépsia cutanea realizada em regides
com alteracdo de sensibilidade ou préximas ao nervo afetado como ferramenta de
auxilio ao diagnéstico da FNP (Sunnetha et al., 1998; Menicucci et al., 2005). Diferente
da bidépsia do nervo, a bidpsia cutanea é uma técnica segura, pouco invasiva e que
tem fornecido importantes informacdes sobre fibras nervosas que nao sé&o
identificadas nos testes neurofisioldgicos de rotina (Lauria & Denigilli, 2007). Nas
bidpsias realizadas na pele pilificada € possivel a investigacéo de fibras amielinicas e
das fibras mielinizadas de pequeno calibre enquanto que na pele glabra, permite a
investigacdo das fibras mielinizadas de grande calibre (Lauria et al., 2009).

Alguns estudos em pele hipoestésica ou anestésica, sem lesdo dermatolégica
mostram alteracBes histopatologicas compativeis com lesdo por hanseniase.
Suneetha et al., (1998) reportaram alteragcdes morfoldgicas em 32,1% das amostras
cutdneas em pacientes da FNP. De igual maneira, Menicucci et al., (2005)
demostraram alteracdes histolégicas especificas de hanseniase em 31% dos
fragmentos de pele de pacientes com FNP. Quando as altera¢des inespecificas foram
consideradas e o diagndstico de hanseniase foi cogitado, esses niumeros subiam
consideravelmente (Suneetha et al., 1998; Garbino et al., 2004; Menicucci et al.,
2005).

Estudos comparando as alteracdes histopatologicas observadas nos nervos
periféricos e na pele da area hipoestésica tém se baseado, principalmente na
identificacdo do perfil inflamatério e na classificacdo das lesdes segundo o espectro
de Ridley & Jopling (Pannikar et al., 1983; Jacob & Mathai, 1988; Kumar et al., 1996;
Suneetha et al., 1998; Menicucci et al., 2005).

No presente estudo iremos investigar as alteracfes morfolégicas observadas
nos nervos dérmicos e/ou hipodérmicos dos fragmentos cutaneos coletados por

procedimento de bidpsia, realizadas nas areas sem lesdo dermatolégica afetadas pelo
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nervo comprometido, de pacientes diagnosticados com a FNP, e compara-las com as
alteragcbes morfoldgicas observadas no fragmento do ramo nervoso periférico
correspondente a fim de investigar o valor da biépsia cutdnea como ferramenta auxiliar

no diagnéstico da FNP.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar o valor da analise histopatologica dos nervos cutaneos no diagnostico
da forma neural pura da hanseniase, quando comparado aos achados

histopatolégicos da bidpsia de nervo.

2.2 Objetivos Especificos

1. Realizar a andlise histopatologica dos fragmentos de pele obtidos por
procedimento de bidpsia, de pacientes com neuropatias periféricas submetidos
as biopsias de nervo periférico e de pele no mesmo ato cirargico para verificar

a frequéncia de filetes nervosos;

2. Selecionar os casos diagnosticados como forma neural pura da hanseniase

para andlise morfoldgica dos filetes nervosos;

3. Utilizar a técnica de imuno-histoquimica para identificar os fenotipos das células

de Schwann e confirmar a presenca da estrutura neural cutanea;

4. Utilizar cortes semi-finos para analisar 0s nervos cutdneos nos casos

diagnosticados como forma neural pura da hanseiase;

5. Rever as laminas histologicas dos fragmentos de nervos periféricos nos casos
diagnosticados como forma neural pura da hanseniase e correlacionar com 0s
parametros histopatoldgicos observados nos filetes nervosos das amostras

cutaneas;

6. Realizar a analise morfoldgica dos filetes nervosos nas amostras cutaneas de
casos diagnosticados como neuropatias ndo hansénicas para calcular o valor
preditivo positivo da pele coletada no dermatomo do nervo afetado no

diagnaostico da forma neural pura da hanseniase.

25



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecao das amostras

Para o presente estudo foram selecionados 110 pacientes que apresentavam
exame clinico e eletroneuromiografico com suspeita da forma neural pura da
hanseniase no periodo de 2004 a 2014 e que possuiam o fragmento de nervo
periférico e o fragmento de pele coletados através de procedimento de bidpsia no
dermatomo do nervo comprometido, durante 0 mesmo ato cirurgico.

A selecédo do nervo para a bidpsia foi baseada nos seguintes critérios:

1) Pacientes com mononeuropatia: apenas um nervo comprometido com alteracéo de
sensibilidade no territério do nervo afetado, atrofia de musculos inervados por este nervo
ou apenas alteracdo do mesmo no exame de eletroneuromiografia. A biopsia foi realizada
no unico nervo comprometido.

2) Pacientes com mononeuropatia multipla: mais de um nervo comprometido de forma
assimétrica, com alteracéo de sensibilidade nos territérios dos nervos afetados, atrofia de
muasculos inervados por estes nervos ou alteragdo dos mesmos no exame de
eletroneuromiografia. A bidpsia foi realizada no nervo comprometido que apresentou
maior alteracéo clinica e maior alteragdo no exame de eletroneuromiografia.

3) Pacientes com polineuropatia: mais de um nervo comprometido de forma simétrica
com alteracao de sensibilidade nos territérios dos nervos afetados, atrofia de masculos
inervados por estes nervos ou alteracdo dos mesmos no exame de eletroneuromiografia.
A biépsia foi realizada no nervo comprometido que apresentou maior alteragéo clinica e
maior alteragéo no exame de eletroneuromiografia.

Dessa forma, a depender do nervo afetado, a bidpsia do nervo foi realizada nos
membros direito ou esquerdo superiores: no ramo cutaneo dorsal do nervo ulnar, ramo
digital do nervo mediano e radial cutaneo e nos membros inferiores direito ou

esquerdo: nervo sural ou no nervo fibular superficial (figura 7).
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Figura 7: Desenho esquematico dos principais nervos palpaveis, comprometidos pela hanseniase.

Durante o procedimento cirtrgico foram retirados um fragmento do nervo
periférico (7 mm) e um fragmento da pele (punch 3 a 5 mm), no dermatomo
correspondente ao nervo lesionado, em local sem alteracdo dermatoldgica, a fim de
se analisar o comprometimento cutaneo da doenca (Figura 8). Todas as biopsias
foram realizadas pela neurologista Dra. Marcia Jardim, no Ambulatério Souza Araujo

- Fiocruz/RJ, em pacientes sintomaticos.

Mediano

Mlnar Fibular

profundo

Safeno

Tibial

Radial cutaneo

Figura 8: Dermatomo. Area da pele inervada por nervos periféricos afetados pela hanseniase. (Adaptado de
Brasil, Ministério da Saude, 2001).
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O diagnostico da FNP foi realizado em pacientes com neuropatias periféricas
que, no ato do exame dermatoldgico, ndo exibiam leséo cutdnea ou histoérico de lesdo
compativel com hanseniase. Além do procedimento de bidpsia do nervo periférico e
da pele, os pacientes foram submetidos a exames laboratoriais para pesquisa do
anticorpo anti-PGL-1 e reacdo de cadeia de polimerase (PCR) para investigacao de
DNA de M. leprae, para fins do diagnéstico final. Os pacientes com diagndstico
confirmado de hanseniase foram notificados e submetidos a tratamento
poliquimioterapico (PQT) conforme recomendacao do Ministério da Saude.

Os fragmentos dos nervos periféricos e de pele foram entdo clivados em trés
partes para diferentes processamentos. Uma parte foi fixada em formalina tamponada
10% (Millong) para o processamento histologico de rotina e diagnostico
histopatoldgico, a segunda foi fixada em glutaraldeido (GA) para microscopia de alta
resolucao e a terceira parte armazenada em nitrogénio (congelacao) para os ensaios

imunoldgicos e moleculares.

3.2 Processamento histologico das biopsias cutaneas e

dos nervos periféricos

Para o exame histopatologico de rotina, os fragmentos fixados em solucéo de
Millong foram processados de acordo com protocolo convencional de técnicas
histoldgicas, cortados com 5 yum de espessura e coradas na coloracao de hematoxilina
& eosina (HE) para a avaliacao das estruturas tissulares. A coloracao histoquimica de
tricrémico de Gomori (TG) foi realizada para avaliacdo da integridade estrutural, como
a presenca de fibrose e deteccdo de microfasciculacdo, e a distingdo segura das
estruturas neurais. A coloracdo de Wade modificada do método Ziehl-Nielsen foi
realizada para identificagdo dos bacilos alcool-acido resistentes (BAAR).

A solucéo de HE esta composta pela (i) hematoxilina de Mayer e (ii) eosina
alcodlica. A hematoxilina € um corante que tem afinidade pelas estruturas acidas da
célula resultando na coloracdo azul do nucleo e regides acidofilas do citoplasma
celular, enquanto que a eosina é um corante que tem afinidade as estruturas basicas
do tecido corando de rosa as fibras colagenas e regides basofilica do citoplasma
celular. A coloracdo de TG esta composta pelas solugdes: (i) hematoxilina férrica de
Weigert; (ii) solucao de tricrémico [crométropo C, verde luz e acido fosfotlngstico] e

(i) &cido aceético 0,5%. Essa coloracéo € utilizada para o estudo de fibras do tecido
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muscular e conjuntivo, corando de vermelho as fibras musculares, de verde o
coldgeno e o nucleo, cora de azul a preto. Nos nervos, as fibras mielinizadas séao
coradas de vermelho. A solu¢do de Wade (modificado do método Ziehl-Nielsen) esta
composta pela (i) fucsina basica; (ii) acido sulfurico 20%; (iii) azul de metileno 1%. O
ML por ser uma bactéria Gram-positiva, acool-acido resistente, se cora numa
tonalidade avermelhada pela fucsina, enquanto que as outras estruturas do tecido

ficam coradas em azul.

3.3 Selecao e andlise histopatoldgica dos fragmentos

cutaneos

Os fragmentos cutaneos selecionados foram aqueles coletados no dermatomo
do nervo afetado, em local sem lesdo dermatolégica, no momento do ato cirdrgico,
proveniente de pacientes com neuropatias periféricas, para o diagndstico diferencial
para forma neural pura da hanseniase, no periodo de 2004 — 2014 (n=110). Para o
diagnéstico das formas clinicas foram consultados os bancos de dados que incluiam
os resultados da analise histopatolégica e as informacfes gerais dos pacientes,
inclusive o seu diagnéstico final. Desta forma foram selecionadas para analise todos
0s casos contendo o diagndstico final de FNP do periodo (n=60) e 50 casos de
neuropatias ndo hansénicas, denominadas de outras neuropatias (ON). A frequéncia
de filetes nervosos observados nos fragmentos de pele foi avaliada através da
quantificacdo de todas as estruturas presentes na derme e/ou hipoderme, onde foi
possivel a identificacdo do perineuro e do endoneuro.

A andlise histopatolégica das bidpsias cutaneas se baseou nos parametros
morfolégicos passiveis de identificagdo nos filetes nervosos através das coloragdes
histoquimicas de HE, TG e Wade e classificadas como presentes ou ausentes, em um
ou mais filetes nervosos da amostra, tendo sido avaliados em conjunto. Desta forma
foram analisadas trés laminas coradas em HE, uma lamina corada em TG e uma
lamina corada em Wade, cada uma contendo dois a trés cortes sequenciados
totalizando 650 laminas histologicas. Para verificar a frequéncia dos filetes nervosos
em cada biopsia, os cortes histolégicos das laminas foram fotografados em
microscoépio 6ptico nas objetivas de 4x, 10x e 40x e comparadas para gue 0 mesmo

filete nervoso néo fosse quantificado mais de uma vez.
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Os critérios histopatoldgicos selecionados para a analise dos filetes nervosos
foram: (a) presenca de bacilo alcool-acido resistente no interior de macrofagos ou de
células de Schwann; (b) presencga de infiltrado inflamatorio composto por células
mononucleares (macréfagos e linfécitos) nos componentes neurais (perineuro e/ou
endoneuro); (c) formacéo de granuloma epitelidide na derme e/ou comprometendo o
endoneuro; (d) presenca de fibrose no endoneuro, tendo sido considerada fibrose o
aumento de matriz colagenosa no interior do tecido neural, com diminuigdo e/ou
auséncia de fibras nervosas; (e) proliferacdo das células de Schwann, caracterizada
qgquando pode ser observado a sobreposicdo nos nucleos celulares em cortes
longitudinais dos filetes nervosos; (f) hiperplasia do perineuro, identificada através do
aumento no niumero de camadas de células do perineuro em cortes transversais dos
filetes nervosos e (g) presenca de microfasciculacdo, identificada conforme descrito
por Antunes et al. (2011).

Foram excluidas desta analise as amostras cutaneas que ndo apresentaram
nervos passiveis de identificacdo dos pacientes diagnosticados com FNP. No final
foram analisados os filetes nervosos de 50 fragmentos cutaneos de pacientes com
diagnéstico final de FNP e 50 fragmentos cutaneos de pacientes diagnosticados com
ON.

Os fragmentos de pele dos pacientes diagnosticados com ON foram analisadas
com base nos mesmos parametros histopatoldgicos selecionados para analise das
amostras cutaneas dos pacientes com FNP.

Como padrédo morfoldgico de normalidade, foram selecionadas 16 amostras de
pele normal, de doadores saudaveis, coletadas no terco médio do antebraco (20 cm
do punho). Estas bidépsias foram realizadas pela Dra. Maria Clara Galhardo durante
sua tese de doutorado apOs aprovacdo do comité de ética do IPEC/INI. As sec¢des
coradas foram examinadas no microscopio optico (MO) modelo Nikon Eclipse E400 e

fotografadas através do programa Infinity capture X-32.

3.4 Imunomarcacéo dos fragmentos cutaneos

A caracterizacdo fenotipica dos componentes celulares das células de
Schwann foi realizada, através de ensaios imunohistoquimicos, em 15 amostras de
pele que continham filetes nervosos.

Os blocos de parafina foram cortados com 4-5um de espessura cada e

colocados em laminas tratadas com o adesivo Silano (3-aminopropil-trietoxy-silano)
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da marca Knittel. Para a reacéo, os cortes histologicos foram colocados em estufa 37°
C, durante uma noite para, no dia seguinte, ser colocado em estufa a 60° C por 5
minutos. A seguir, a desparafinizagdo foi realizada utilizando trés banhos em xilol por
5 minutos, seguidos da re-hidratagdo em alcool utilizando banhos sucessivos em
solucdo com concentracao regressiva (100, 95, 85, 70%) por 5 minutos e depois em
adgua destilada. Para bloquear o efeito da peroxidase enddgena, os cortes foram
previamente tratados em solucao inibidora [solu¢ao de peroxido de hidrogénio (H202)
3% em agua destilada] durante 30 minutos, em temperatura ambiente e depois
imersos em tampao citrato, pH6,0 [3,84 g de acido citrico, 48ml de NaOH 1M e 2 litros
de 4gua destilada] para a recuperacédo da atividade antigénica nos cortes histol6gicos
a 96C° durante 30 minutos. ApGs o bloqueio, os cortes foram lavados com tampéao
fosfato salino (PBS), pH de 7.4 [NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM, KCI 2.7 mM], tratados
em solucdo inibidora de reacdes inespecificas [5% albumina fetal bovina (BSA), 10%
soro de cabra normal (NGS), 0,25% TRITON 100X em PBS] e depois incubados a 4°
C durante uma noite com anticorpo monoclonal (MnAb) ou policlonal (PcAb) primarios
testados, diluidos em solucédo diluidora de anticorpo Emerald: Antibody Diluent (Cell
Marque-CAT936B-03) (especificacbes técnicas e diluicdo constam na tabela 1). Em
seguida os anticorpos foram lavados e incubados com polimero Kit HiDef Detection
(Cell marque-CAT 954D-31/32) durante 40 minutos usando as especificagdes do
fabricante. ApOs esta etapa, os cortes foram lavados e revelados com
diaminobenizdina (DAB, Dako). Antes do exame microscépico, os cortes foram contra-
corados com hematoxilina de Mayer, montados em goma de Damar e examinados em
microscopio 6ptico (MO), modelo Nikon Eclipse E400 e fotografados no programa
Infinity Capture X-32.

Tabela 1: Caracteristicas e especificagdo dos anticorpos utilizados nas rea¢gdes de imunohistoquimica
usando corte em parafina

Anticorpo  Diluicdo Marca/codigo Recuperacéao Isotipo
(reatividade principal)

antigénica controle

S-100! 1:200 Abcan/ ab4066 Tampéo citrato 1gG2a
(células de Schwann )

mielinizada) (Bl 20,

GFAP? 1:1000  Abcan/ab7260 Tampéo citrato 1gG

(célula de Schwann néo (PH6.0) (1:1000)

mielinizante)
1- Anticorpo monoclonal derivado de camundongo; 2- Anticorpo policlonal derivado de camundongo.
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3.5 Processamento e analise em cortes semi-finos de
fragmentos cutaneos com diagnoéstico da forma neural

pura da hanseniase

A analise em cortes semi-finos foi utilizada para avaliacdo minuciosa da pele e
tentativa de identificacdo de outras estruturas neurais ndo identificadas através da
técnica de rotina. Como parametro de observacdo foram avaliados a presenca de
fibras mielinizadas, perda da mielina dos ax6nios, presenca de fibrose, hiperplasia do
perineuro e presenca de microfasciculacdo. Para o estudo das fibras nervosas atraves
do corte semi-fino, foram observadas uma ou duas laminas, contendo de 6-10 cortes
seriados cada, em sete bidpsias cutadneas disponiveis para execucéo dessa técnica.

Resumidamente, para o processamento em corte semi-fino, o material fresco
foi lavado em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) 0,01 M, pH 7,2, sendo
fixados em solucao de 2,5% glutaraldeido (GA) em 0.1M de tampé&o cacodilato, pH
7,2. A pos-fixacao foi realizada em solucédo de 1% tetréxido de ésmio (OsO4) 0.1M
tampéo cacodilato, pH 7,2. Em seguida o material foi desidratado em acetona atraves
de banhos sucessivos de solu¢cdes com concentragdo progressiva (30, 50, 70, 90 e
100%), sendo entéo incluidas em resina dura (Epon). Apds a polimerizagédo dos blocos
de resina na temperatura de 60°C, os cortes semi-finos (espessura de 0,5um) foram
corados em azul de toluidine O (AT). As secdes coradas foram observadas no
microscépio modelo Nikon Eclipse E400 e fotografadas no programa Infinity Capture
X-32.

3.6 Selecao e analise histopatologica dos fragmentos dos
nervos periféricos com diagndstico da forma neural

pura da hanseniase

Os fragmentos de nervo periférico dos pacientes com o diagndstico final de
FNP foram revisados e selecionados aqueles que coincidiam com os fragmentos
cutaneos que apresentaram filetes nervosos (n=50).

Na analise, foram utilizados os mesmo parametros histopatologicos
observados nas amostras cutaneas: (a) presenca de bacilo alcool-acido resistente no
interior de macrofagos ou de células de Schwann; (b) presenca de infiltrado
inflamatoério composto por células mononucleares (macréfagos e linfécitos) nos
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componentes neurais; (c) formacdo de granuloma epitelidide comprometendo o
endoneuro; (d) presenca de fibrose nos compartimentos neurais, tendo sido
considerada fibrose 0 aumento de matriz colagenosa no interior do tecido neural, com
diminuicdo e/ou auséncia de fibras mielinizadas; (e) proliferacdo das células de
Schwann, caracterizada quando pode ser observado a sobreposi¢cao nos nucleos das
células de Schwann nos cortes longitudinais; (f) hiperplasia do perineuro, identificada
através do aumento no numero de camadas celulares do perineuro ou de matriz
colagenosa intercelular e (g) presenca de microfasciculacdo, conforme descrita por
Antunes et al. (2011). As secdes coradas foram observadas no microscopio modelo

Nikon Eclipse E400 e fotografadas no programa Infinity Capture X-32.

3.7 Andlise correlativa entre os filetes nervosos e 0s nervos
periféricos dos pacientes diagnosticados com a forma

neural pura da haneniase

A andlise de comparacgéo foi realizada entre os fragmentos cutaneos e o0s
nervos periféricos correspondentes, dos pacientes com diagndstico final de FNP
(n=50) para verificar se havia correlacdo entre os achados histopatolégicos nos dois
compartimentos. Para isto foram utilizados os parametros que séo confirmativos
(presenca de bacilo alcool-acido resistente) ou fortemente sugestivos (presenca de
infiltrado inflamatorio composto por linfécitos e macréfagos no interior do endoneuro,
formacao do granuloma epitelidide e presenca de fibrose no endoneuro) de lesao por

hanseniase.

3.8 Avaliacao estatistica

A frequéncia dos parametros que quando observados nos fragmentos dos
nervos periféricos sdo confirmativos (presenca de bacilo alcool-acido resistente) ou
fortemente sugestivos de hanseniase (presenca de infiltrado inflamatorio linfocitico-
histiocitario no endoneuro, formacao do granuloma epitelidide e presenca de fibrose
no endoneuro) foi comparada entre os fragmentos cutaneos e os fragmentos dos
nervos periféricos utilizando-se tabelas de contingéncia.

Foram calculadas as proporc¢des de concordancia e discordancia quanto a (a)

auséncia de qualquer um dos quatro parametros; (b) presenca de qualquer um dos
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quatro parametros; (c) presenca de um, e de dois ou mais dos quatro parametros. As
proporcdes de concordancia dos parametros foram calculadas baseadas na presenca
na pele e presenga no nervo; auséncia na pele e auséncia no nervo e concordancia
total (auséncia ou presenca em ambos os fragmentos). As proporc¢des de discordancia
foram calculadas na presenca na pele e auséncia no nervo; auséncia na pele e
presenca no nervo e discordancia total (auséncia ou presenga em ambos 0sS
fragmentos), bem com o coeficiente de contingéncia geral. O coeficiente de
contingéncia varia entre 0 e 1, onde 1 indica concordancia maxima. Foi utilizado o
teste de qui-quadrado (de acordo com Pearson ou Fisher) para verificar a correlacéo
entre os resultados. O nivel de significAncia estabelecido foi de 5%.

O célculo do valor preditivo positivo dos paramétros selecionados na analise
dos fragmentos de pele foi feito pela proporcdo de casos diagnosticados com FNP
gue exibiam estes parametros, entre o total de casos (FNP e ON) que apresentaram

0S mesmos parametros.
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3.9 Fluxograma representativo do desenho de estudo
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Figura 9: Fluxograma de analise dos dados

35



4 RESULTADOS

4.1 Local anatomico dos fragmentos cutaneos referentes

aos nervos periféricos comprometidos

Durante os anos de 2004 a 2014 foram realizadas 395 biopsias de nervos
periféricos de pacientes com neuropatias periféricas para o diagnostico diferencial da
forma neural pura da hanseniase ou para o esclarecimento de quadros de neuropatia
pos tratamento. Para este estudo foram selecionadas 110 amostras cutaneas
coletadas por procedimento de biépsia realizada no dermatomo inervada pelo ramo
nervoso comprometido, provenientes de pacientes sintomaticos que tinham suspeita
clinica de hanseniase forma neural pura (FNP) e que continham todas as suas
informacdes nos bancos de dados.

As bidpsias cutaneas foram realizadas nos membros superiores ou inferiores,
de acordo com os critérios de selecdo de local para biopsia de nervo periférico
utilizada no Ambulatorio Souza Araujo (ASA) -Fiocruz. Dessa forma, os fragmentos
cutaneos foram retirados dos dermatomos provenientes do ramo cutaneo dorsal do
nervo ulnar em 57/110 (52%) casos, do nervo sural em 39/110 (35%) casos, do nervo
fibular em 10/110 (9%) casos, do ramo digital do nervo mediano em 3/110 (3%) casos
e do ramo superficial do nervo radial em 1/110 (1%) (figura 10). Os pacientes
apresentaram idades variando entre 12 e 86 anos, com a idade média de 55,7 anos,

onde 68% (75/110) eram do género masculino.

ulnar ®sural fibular mediano M radial
1%

3%,

" 52%

9%

35%

Figura 10: Grafico de distribuicdo dos nervos biopsiados de 110 pacientes com neuropatia periférica entre
0s anos de 2004-2014.
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4.2 Analise histopatoldgica dos fragmentos cutaneos

4.2.1 Selecdo dos fragmentos cutaneos e frequéncia de

filetes nervosos

Os nervos cutaneos sdo observados na maioria dos fragmentos de pele. As
amostras analisadas neste trabalho, através das coloracfes histoquimicas de HE e
TG, corresponderam aguelas coletadas no dermatomo inervado pelo nervo afetado,
em local sem alteragdo dermatologica.

Os filetes nervosos foram observados em 91% (100/110) das amostras
cutaneas. Ao todo foram observados 321 filetes nervosos passiveis de analise
histopatoldgica. Entretanto, a auséncia de filetes nervosos nao exclui o diagnéstico de
hanseniase, visto que dez casos onde os nervos ndo foram observados eram de
pacientes diagnosticados com FNP.

Nas 16 amostras cutaneas provenientes de doadores saudaveis, também
foram observados filetes nervosos distribuidos na derme ou hipoderme. Ao todo,
foram observados 33 filetes nervosos nestas amostras sem qualquer alteragcéo
morfologica.

Para fazer a selecdo das amostras a serem analisadas, foram consultados os
bancos de dados que incluiam os resultados das analises histopatologicas e as
informacdes gerais sobre o paciente, inclusive o seu diagndstico final. A partir dessa
selecdo, os casos com diagnoéstico final de forma neural pura e 0s casos
diagnosticados como outras neuropatias nao hansénicas foram separados para a

analise morfologica dos filetes nervosos.

4.2.2 Analise histopatoldgica dos fragmentos cutaneos
dos pacientes com diagnostico final de forma

neural pura da hanseniase

Os casos confirmados de FNP foram diagnosticados através da analise dos
fragmentos do nervo ou em associagdo com a ENMG, testes soroldgicos ou
moleculares conforme descritos por Jardim et al. (2003).

No total, 60 casos tiveram o diagndéstico de FNP. O diagndstico da FNP contou

com o exame de PCR em 78% (47/60) das amostras, onde em 32% (19/60) o
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resultado foi positivo e em 45% (27/60) o resultado foi negativo. O exame de PCR é
uma valiosa ferramenta para o diagnostico da FNP, principalmente quando a
baciloscopia é negativa e/ou 0 exame histopatolégico é inconclusivo. No entanto,
guando o exame se mostra negativo, cabe a avalicdo clinica associada ao resultado
da ENMG e/ou exame soroldgico o diagnéstico final.

Os filetes nervosos foram observados em 83% (50/60) das amostras cutaneas.
A presenca de filetes nervosos na maioria das biépsias confirma que a avaliacdo dos
fragmentos de pele pode ser uma boa ferramenta de analise da FNP. Estas amostras
foram selecionadas para analise histopatoldgica. Ao todo, havia 166 filetes nervosos
distribuidos na derme e/ou hipoderme dos 50 fragmentos. Destes, 62 (37%)
apresentaram alguma das alteragdes morfolégicas.

Dentre os critérios histopatolégicos observados nos filetes nervosos, foram
incluidos aqueles que quando presentes nas biopsias de nervo periféricos, sdo
confirmativos ou fortemente sugestivos de lesdo por ML, sendo estes: a presenca de
bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), a presenca de infiltrado inflamatério
composto por linfocitos e macréfagos (LeM@) no endoneuro, a formacgéo de granuloma
epitelibide comprometendo os compartimentos neurais e a presenca de fibrose no
endoneuro. Em 28% (14/50) das bidpsias cutaneas foi identificado pelo menos um
desses critérios histolégicos (Tabela 2).

4.2.2.1 Presencado M. Leprae

A identificacdo do BAAR através da coloracéo de Wade é patognomonica para
o diagnostico de hanseniase. As amostras de pele analisadas foram realizadas em
local sem les@o dermatoldgica e consideradas normais no exame clinico. No entanto,
na analise histopatologica, foi possivel a observagdo do bacilo em 4% (2/50) das
amostras. Nesses casos, a presenca do ML estava associada ao processo
inflamatorio LeMg@ de leve a moderado no perineuro e/ou infiltrando o endoneuro
(figura 11A).
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4.2.2.2 Presenca de infiltrado inflamatorio

Depois da visualizagcdo do bacilo, a presenca de infiltrado inflamatério LeMg
comprometendo os filetes nervosos € o achado mais significativo para o diagndéstico
da hanseniase. A presenca do infiltrado inflamatério no endoneuro é muito sugestivo
de lesdo por hanseniase visto que o ML € o Unico parasita capaz de infectar células
de Schwann preferencialmente ndo mielinizadas.

O infiltrado inflamatério LeMg comprometendo a regido perineural foi
observado em 18% (9/50) das amostras, sendo que em 6% (3/50) dos casos a
presenca do infiltrado LeMg foi observado comprometendo o endoneuro (figura 11B).
A formacéo de granuloma epitelidide comprometendo parcialmente ou totalmente os

filetes nervosos foi observado em 4% (2/50) das amostras cutaneas (figura 11C).

4.2.2.3 Presenca de fibrose

Apesar da fibrose do nervo periférico ocorrer em outras neuropatias, quando
observado em pacientes sintomaticos € um importante fator indicativo para o
diagndstico de lesbes por hanseniase. Esta caracterizada pela substituicdo das fibras
nervosas degeneradas pelo processo inflamatério por matriz colagenosa, gerando a
perda irreversivel da funcdo do segmento afetado.

O processo de fibrose do endoneuro foi observado em 28% (14/50) dos
fragmentos cutaneos através das coloracfes de HE e mais seguramente na coloracéo
de TG (figura 11D). Em um (1/14) destes casos, os filetes nervosos encontraram-se
totalmente hialinizados (figura 12A). A substituicdo do tecido neural por tecido
conjuntivo também pode ser observada nos cortes semi-finos (figura 12 B).

A fibrose do filete nervoso estava associada a presenca de infiltrado
inflamatorio LeMg@ nos compartimentos neurais em 36% (5/14) dos casos, sendo 5/5
no perineuro e em 3/5 infiltrando o endoneuro. Nas duas amostras cutaneas onde o

ML foi identificado, um ou mais filetes nervosos apresentavam o processo de fibrose.
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Tabela 2: Frequéncia dos achados histopatolégicos observados nos filetes nervosos dos fragmentos de
pele de paciente com hanseniase neural pura.

Achados histopatolégicos nF'(\i/I:)
Presenca de BAAR 02 (4)
Infiltrado inflamatoério LeMg endoneural 03 (6)
Infiltrado inflamatério LeMg perineural 09 (18)
Granuloma epitelioide 02 (4)
Fibrose do endoneuro 14 (28)
Proliferacao de células de Schwann 09 (18)
Hiperplasia do perineuro 09 (18)
Microfasciculacio 02 (4)
Nervo normal 17 (34)
Total 50 (100)

LoMg= linfécitos e macrofagos

Microfasciculos sdo grupamentos compostos por um numero variavel de
pequenas fibras mielinizadas e ndo-mielinizadas, circundadas por células perineurais
em resposta a uma lesdo inflamatéria. A microfasciculacéo foi observada em 4%
(2/50) dos fragmentos de pele analisados, demonstrando que a biépsia cutanea pode
ser uma ferramenta para identificacdo do processo de regeneracao neural (figura 12
C-D).
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Figura 11: Cortes histolégicos dos fragmentos cutaneos de pacientes diagnosticados com a forma neural
pura da hanseniase. A) Presenca de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) no interior de macréfagos. Wade;
B) Infiltrado inflamatério linfo-histiocitatio (inf) comprometendo o perineuro e endoneuro (endo). HE; C) Granuloma
epitelidide (gra) comprometendo um filete nervoso. Adjacente observa-se um filete nervoso (fn) em corte
transversal com perineuro comprometido parcialmente. HE; D) Corte longitudinal do filete nervoso corado em
Tricrdmico de Gomori, evidenciando a fibrose do endoneuro (endo). Destaque exibe um filete nervoso de pele
normal corado pela mesma técnica.
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Figura 12: Nervos cutaneos de pacientes com a forma neural pura da hanseniase. A) Corte histolégico
mostrando filetes nervosos longitudinais apresentando endoneuro hialinizado (setas) e discreto infiltrado
inflamatdrio linfo-histiocitario perineural e perivascular. HE; B) Corte semi-fino contendo dois filetes nervosos
apresentando endoneuro hialinizado (setas). AT; C) Filete nervoso em corte transversal apresentando
microfasciculos (setas). TG; D) Corte semi-fino de um filete nervoso com formag&o de microfasciculos (seta)
englobando ax6nios mielinizados e amielinicos. AT.

4.2.2.4 Outras alteragdes histopatolégicas

Além dos parametros histopatolégicos previamente descritos como
confirmativos ou fortemente sugestivos de hanseniase, outras alteracdes
consideradas lesdes neurais inespecificas, foram identificadas nos filetes nervosos
dos pacientes com FNP. Em 38% (19/50) das amostras cutaneas os filetes nervosos
apresentaram les@es neurais inespecificas e 34% (17/50) das amostras o0 nervo
apresentava aspecto morfolégico dentro do normal (Tabela 2).

Dentre os achados morfologicos observados nos filetes nervosos, a hiperplasia
do perineuro foi observado em 18% (9/50) das amostras. Essa alteracdo foi
identificada através do aumento no numero de camadas celulares nos cortes

transversais dos filetes nervosos ou pelo acumulo de matriz colagenosa no perineuro
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(figura 13 A-B). A laminacé&o perineural também foi observada através de cortes semi-
finos em filetes nervosos contendo axdnios mielinizados e ndo mielinizados (figura
13C).

A proliferacdo de células de Schwann também foi observada em 18% (9/50)
das amostras. O numero de CS foi considerado aumentado quando foi possivel
identificar uma sobreposi¢éo dos nucleos celulares em corte longitudinais dos filetes
nervosos (figura 13D-E). Apesar dos nucleos das CS em filetes nervosos
apresentarem semelhanca com nucleo de fibroblastos, a marcacdo imunofenotipica
com S-100 confirmou tratarem-se de células neurais (figura 13F).

Em resumo, a andlise histopatologica dos fragmentos cutédneos pode fornecer
informacdes relevantes para o auxilio ao diagnéstico de neuropatias periféricas, e a
presenca destas alteracdes nos filetes nervosos das amostras de pele de pacientes

sintomaticos pode ser sugestiva de lesdo por hanseniase.
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Figura 13: Alteragdes histopatoldgicas nos nervos cutaneos de pacientes diagnosticados com a forma
neural pura da hanseniase. A-C: Hiperplasia do perineuro. A) Hematoxilina e eosina: filete nervoso em corte
transversal exibindo aumento de camada celular do perineuro (seta); B) Tricobmico de Gomori: filete nervoso com
moderada laminacéo do perineuro (seta); C) Corte semi-fino: filete nervoso contendo axdnios mielinizados (*) e
amielinicos e dupla camada perineural (seta). D-F: Prolifera¢éo das células de Schwann. D) Hematoxilina e eosina:
filete nervoso em corte longitudinal exibindo aumento e sobreposi¢éo dos nucleos das células de Schwann (**); E)
Tricromico de Gomori: filete nervoso em corte longitudinal apresentando sobreposicao nuclear e fibras mielinizadas
(seta). TG; F) Marcagdo imuno-histoquimica das células de Schwann pela proteina S-100 para diferenciacéo dos
fibroblastos perineurais.
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Em 34% (17/50) dos fragmentos cutaneos os filetes nervosos néo
apresentaram quaisquer alteracdes morfologicas, tendo sido considerados nervos
normais (figura 14A). Embora o nervo se apresentasse normal, em 4/17 (23%) das
amostras foi possivel identificar um aumento no espaco subperineural com discreta
presenca de fibrina, sugestivo de edema (figura 14B). Quanto a presenca de
alteracdes inflamatérias, foi observado que todos os fragmentos exibiram um leve a
moderado aumento no infiltrado LeMg da derme superficial, 41% (7/17) das amostras
apresentaram um leve aumento do infiltrado inflamatério LeMg@ ao redor de vasos
proximo aos filetes nervosos, e 29% (5/17) das amostras exibiram aumento no
infiltrado inflamatério LeMg@ ao redor dos anexos cutaneos e perivascular na
hipoderme (figura 14 C-D). Em um dos fragmentos de pele foi possivel identificar o

corpusculo de Pacini na derme profunda (figura 15 A-B).

)

SN )

Figura 14: Corte histoldgico de fragmentos cutaneos de pacientes com a forma neural pura da hanseniase.
A) Corte longitudinal de filete nervoso normal. HE; B) Filete nervoso apresentando edema no espaco subperineural
com presenca de fibrina (detalhe em maior aumento). HE; C) Derme superficial com leve infiltrado inflamatério
linfo-histiocitario (inf) perivascular. HE; D) Infiltrado inflamatdrio linfo-histiocitario (inf) proximo ao filete nervosa (fn)
e ao redor dos anexos cutaneos. HE.
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Figura 15: CorpuUsculo de Pacini em fragmento cutaneo de pacientes com hanseniase. A-B) Hematoxilina &
eosina e tricromico de Gomori, respectivamente. Capula formada por laminas concéntricas de tecido conjuntivo ao
redor do axdnio.

4.3 Imuno-histoquimica dos fragmentos cutaneos dos
pacientes com diagnostico de forma neural pura da

hanseniase

A fim de confirmar se as estruturas analisadas eram de fato estruturas neurais
e qual fenétipo de células de Schwann estava sendo expresso, foram realizadas
marcacdes imunofenotipicas utilizando os anticorpos anti-S100 para o
reconhecimento das CS, anti-GFAP para identificacdo das CS ndo mielinizadas.

A marcacdo com anti-S100 foi expresso na maioria dos filetes nervosos. A
proteina S-100 é uma substancia ubiqua expressa em diferentes tipos de células e
por células de Schwann, e mostrou grande valor na identificacdo dos pequenos filetes
nervosos da pele (figura 16A). A marcacao anti-S100 foi expressa intensamente nos
filetes nervosos que apresentaram proliferacdo de CS e mostrou-se eficaz para
diferenciacao dos fibroblastos do perineuro (figura 13F).

A expressdo do anticorpo anti-GFAP esteve presente em alguns filetes
nervosos (figural6B). As CS ndo mielinizadas estdo presentes em axodnios de
pequeno calibre (fibras C) e sdo os principais componentes do sistema sensitivo

cutaneo.
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4.4 Andlise dos cortes semi-finos dos fragmentos cutaneos
dos pacientes com diagndstico de forma neural pura da

hanseniase

Numa tentativa de identificar outras alteracbes morfolégicas nas fibras
nervosas ndo exibidas através da técnica histolégica de rotina, foram incluidos no
estudo os cortes semi-finos de sete fragmentos cutaneos processados para analise
de microscopia eletrénica.

Em 14% (1/7) das amostras foi identificada a presenca de fibras mielinizadas
nos filetes nervosos, sugerindo ou a integridade da fibra ou uma remielinizagao (figura
13C e 16C).

Foi observado que a deplecéo das células de Schwann ocorreu em 43% (3/7)
das amostras. A deplecao das células de Schwann foi identificada através da reducao
do numero de fibras mielinizadas em cortes longitudinais ou transversais dos filetes
nervosos, visualizada com melhor eficiéncia através da técnica de cortes semi-finos
(figura 16D).

Foi possivel observar que 43% (3/7) dos fragmentos apresentavam filetes
dérmicos com fibrose no endoneuro e em 14% (1/7) dos fragmentos o endoneuro
estava totalmente hialinizado (figura 12B).

A lesdo do nervo vem geralmente acompanhada por um processo de
regeneracao que em alguns casos se apresenta como microfasciculos. Nos casos
examinados por corte semi-fino, em 14% (1/7) dos fragmentos foi observado a
formacé&o de microfasciculos (figura 12D).

A hiperplasia do perineuro observado em 57% (4/7) das amostras cutaneas foi
identificado através do aumento no nimero de camadas celulares ao redor do nervo
em corte transversais (figura 13C).

As alteracbes morfoldgicas que foram observadas através dos cortes semi-
finos também foram identificadas através da histopatologia convencional. Ou seja, 0s
achados em semi-fino, neste estudo, ndo aumentaram a capacidade da biopsia de
pele como ferramenta diagnostica, porém confirmaram as observacdes da andlise

histopatologica.
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Figura 16: Imunomarcacdo e corte semi-fino em nervo cutdneo de paciente diagnosticados com a forma
neural pura da hanseniase. A-B: Imunomarcagéo: A) Células de Schwann marcado com a proteina S-100 em
filete nervoso dérmico. Em destaque esta o controle negativo da reacdo; B) Mesma amostra. Corte tranversal de
filete nervoso apresentando marcacgédo de células de Schwann amielinicas através do anticorpo GFAP (seta); C-D:
Cortes semi-finos. C) Filete nervoso mielinizado (*) em corte longitudinal; D) Filete nervoso em corte transversal
apresentando deplecéo das células de Schwann (seta) e bicamada perineural (cabeca de seta) AT.

4.5 Selecédo dos fragmentos de nervo periférico de
pacientes diagnosticados com a forma neural pura da

hanseniase

Apbés a andlise histopatoldégica dos fragmentos cutaneos de pacientes
diagnosticados com FNP, os fragmentos dos nervos periféricos destes pacientes
foram revisados para verificar a presenca das mesmas alteragdes histopatologicas
analisadas nas amostras de pele. Os critérios morfolégicos descritos e selecionados
foram identificados através das coloracdes histoquimicas de HE e TG.

Desta forma, através da andlise histopatologica, foi observado que 14% (7/50)
das amostras apresentaram BAAR, confirmando o diagnostico de hanseniase. Das
alteracdes sugestivas de lesao por hanseniase, foi observado que 52% (26/50) das
amostras apresentaram infiltrado inflamatério LeMg no interior do endoneuro, em 30%
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(15/50) das amostras houve a formacéo de granuloma epitelidide comprometendo os
compartimentos neurais e 48% (24/50) dos fragmentos neurais apresentavam fibrose
no compartimento endoneural (tabela 4).

As demais alteracdes histopatolégicas observadas nos fragmentos dos nervos
periféricos foram a presenca do infiltrado inflamatério LeM@ nos demais
compartimentos neurais, onde em 58% (29/50) das amostras comprometia o
perineuro e em 70% (35/50) das amostras comprometia o epineuro. A fibrose do
perineuro foi observada em 48% (24/50) dos fragmentos neurais e do epineuro,
observado em 60% (30/50) dos fragmentos neurais.

A proliferacéo das células de Schwann foi caracterizada pela sobreposicdo de
nucleos de fibras mielinizadas nos cortes longitudinais e esteve presente em 24%
(12/50) das amostras, a hiperplasia do perineuro foi caracterizada pelo aumento de
camadas celulares ou depdsito de matriz colagenosa nas camadas celulares e foi
observada em 54% (27/50) dos casos. A microfasciculagdo, conforme descrito por
Antunes et al. (2011), foi observada em 17% (7/50) dos fragmentos de nervo periférico
(Tabela 4).

O exame de PCR foi realizado em 39/50 (78%) amostras com resultado positivo
em 32% (16/50) e negativo em 46% (23/50).

Tabela 3: Frequéncia dos achados histopatoldégicos observados nos nervos periféricos dos pacientes
diagnosticados com a forma neural pura da hanseniase

Histopatologia dos fragmentos de nervo FNP n(%)

Presenca de BAAR 7 (14)
Infiltrado inflamatério endoneural 26 (52)
Infiltrado inflamatoério perineural 29 (58)
Infiltrado inflamatério epineural 35(70)
Granuloma epitelioide 15 (30)
Fibrose do endoneuro 24 (48)
Fibrose perineural 30 (60)
Fibrose epineural 24 (48)
Proliferacdo de células de Schwann 12 (24)
Hiperplasia do perineuro 27 (54)
Microfasciculacdo 07 (14)
PCR positivo 16 (32)
PCR negativo 23 (46)
PCRN/R 11 (22)

PCR= reacédo de cadeia em polimerase; N/R= néo realizado
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A partir da analise histopatologica foi verificado que 64% (32/50) das amostras
de nervo exibiam parametros histopatolégicos confirmativos ou fortemente sugestivos
de lesdo por hanseniase. Trinta e seis por cento (18/50) das amostras nao
apresentavam nenhum desses parametros, mas exibiram outras alteracdes
morfolégicas de lesdo neural consideradas inespecificas. O diagndstico de FNP
dessas amostras se deu a partir da associagéo entre os achados de microscopia e 0s

exames de PCR, avaliacdo clinica e ENMG conforme descrito por Jardim et el. 2003.

4.6 Andlise histopatolégica comparativa entre os
fragmentos cutaneos e dos nervos periféricos
correspondentes dos pacientes diagnosticados com a

forma neural pura da hanseniase

Para verificar se havia alguma semelhanca entre os achados histopatol6gicos
observados nos nervos periféricos e os achados histopatolégicos observados nos
filetes nervosos dos fragmentos de pele coletados no dermatomo do nervo afetado,
as amostras dos pacientes que obtiveram o diagnostico final de FNP foram
comparadas levando em consideracdo os parametros histolégicos que, quando
observados nas amostras de nervo periférico sdo confirmativos (presenca de BAAR)
ou sugestivos (presenca de infiltrado inflamatério LeMg@ no interior do endoneuro,
formacdo de granuloma epitelidide e presenca de fibrose do endoneuro) de lesao por
ML.

A comparacéo foi realizada utilizando as propor¢des de concordancia quanto a
auséncia de qualquer um dos quatro parametros, a presenca de pelo menos um dos

quatro parametros e a presenca de dois ou mais desses quatro parametros (tabela 5).

Tabela 4: Frequéncia de concordancia quanto a auséncia de qualquer parametro (0), a presenca de um dos
parametros (1) e a presenca de dois ou mais parametros (2) nos fragmentos de pele e de nervo periférico.

PELE n(%)
0 1 2 Total
0 17 (34) 1(2) 0(0) 18
Nf(lj/ll)o 1 5(10) 3(6) 0(0) 8

2 14(28) 5(10) 5(10)| 24
Total 36 9 5 50
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Na analise pode-se observar que em 34% (17/50) dos casos, houve
concordancia com relagdo a auséncia de qualquer um dos parametros histologicos
selecionados para andlise tanto ao nervo periférico, quanto a pele, sugerindo que a
analise histopatolégica baseada somente nesses quatro parametros néo é suficiente
para a concluséo do diagnéstico da FNP.

A presenca de um parametro (9/50) ou a presenca de dois ou mais parametros
(5/50) ndo mostrou diferenca significativa na frequéncia de casos comprometidos. I1Sso
pode sugerir que a observacao de um dos parametros histolégico na pele de paciente
sintomatico pode auxiliar ao diagndstico da FNP. Na analise do nervo periférico, a
presenca de dois ou mais parametros (24/50) mostrou ser mais eficiente para o
diagndstico da FNP.

Em 6% (3/50) dos casos houve concordancia quanto a presenca de um dos
guatro parametros tanto no nervo periférico, quanto na pele e em 10% (5/50) dos
casos, foi observada a concordancia quanto a presenca de dois ou mais parametros
tanto no nervo periférico quanto na pele.

A partir desses resultados, calculamos separadamente as proporcdes de
presenca e auséncia de cada um dos parametros no nervo e na pele, dos 50 casos

diagnosticados com FNP (Tabela 6 e anexo I-tabela 8).

4.6.1 Presencgade ML

E sabido que a presenca de BAAR no interior das CS ou de macréfagos é
patognomonica para o diagnéstico da hanseniase quando observados tanto no nervo
periférico quanto na pele.

Quando comparamos a presenca desse parametro entre as amostras dos 50
pacientes com diagndstico final de FNP, observamos que houve concordancia em
86% (43/50) dos casos quanto a auséncia do bacilo tanto no nervo quanto na pele, e
em 4% (2/50) houve concordancia quanto a sua presenca (figura 17A-B). Em
nenhuma amostra a presenca do bacilo foi observado somente na pele, enquanto que
em 5 casos (10%), a presenca do bacilo foi observada somente no nervo.

Dessa forma, podemos supor que, apesar da presenca de bacilo ser o padrao
ouro para o diagnoéstico da hanseniase, € um parametro pouco confiavel quanto

analisado individualmente.
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4.6.2 Presenca do infiltrado inflamatdrio no endoneuro

Na andlise comparativa quanto a presenca de infiltrado inflamatério LeMg no
endoneuro, observamos que em 48% (24/50) dos casos houve a concordancia quanto
a auséncia de inflamacéo tanto no nervo quanto na pele e 6% (3/50) dos casos
concordavam quanto a sua presenca (figura 17C-D). Em nenhuma amostra a
inflamacé&o endoneural foi observada somente na pele, enquanto que em 23/50
amostras (46%), a presenca do infiltrado inflamatério foi observada somente no nervo.

A presenca do infiltrado inflamatério no endoneuro dos nervos periféricos € um
pardmetro fortemente associado a lesdo por hanseniase. No entanto, a auséncia
deste, tanto no nervo, quanto na pele, ndo pode ser um parametro de descarte para a
presenca da enfermidade. Na pele, a presenca de infiltrado inflamatorio LeMg é um

parametro pouco confiavel quando analisado individualmente.

4.6.3 Presenca de granuloma epitelidide

Na avaliacdo da formacdo de granuloma epitelidide comprometendo o
endoneuro, observamos que em 70% (35/50) dos casos houve concordancia quanto
a auséncia desse parametro tanto no nervo periférico quanto na pele, e em 4% (2/50)
dos casos houve concordancia quanto a sua presenca em ambos os compartimentos.
Em nenhuma amostra houve formacao de granuloma epitelidide somente na pele,
enquanto que em 26% (13/50) das amostras este parametro pode ser observado
somente no nervo (figura E-F).

A formacdo de granuloma epitelibide comprometendo os nervos é um forte
indicativo de lesdo por hanseniase, no entanto, a auséncia deste, tanto no nervo,
quanto na pele, ndo pode ser um parametro de descarte para a presencga da infeccao.

Na pele, € um parametro pouco confiavel quanto analisado individualmente.

4.6.4 Presencade fibrose no endoneuro

A presenca de fibrose nos fragmentos de nervo periférico € um achado
histopatolégico comum nas lesdes neurais por hanseniase. A analise comparativa
guanto a presenca de fibrose no endoneuro dos fragmentos de nervo periférico e nos

filetes nervosos da pele concordou em 42% (21/50) quanto a auséncia de fibrose em
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ambos os compartimentos, e em 18% (9/50) quanto a presenca de fibrose tanto no
nervo quanto na pele. Em 10% (5/50) a presenca de fibrose foi observada somente
nos filetes nervosos da pele, enquanto que em 30% (15/50) a fibrose neural esteve
presente somente no nervo (figura 17 G-H).

Dessa forma, podemos sugerir que a presenca de fibrose nos filetes nervosos
€ um parametro sugestivo para o diagnostico da FNP da hanseniase quando
observado nos fragmentos de pele.

Tabela 5: Frequéncia dos parametros histopatolégicos nos fragmentos de pele e de nervo periférico de
pacientes diagnosticados com a forma neural pura da hanseniase.

Presenca Auséncia
n=50 Pele n(%) Nervo n(%) total n(%)
Presenca de BAAR 2 (4) 7 (14) 43 (86) p=0,17
Infiltrado LeMg endoneuro 3(6) 26 (52) 24 (48) p=0,23
Granuloma epitelidide 2(4) 15 (30) 35 (70) p=0,09
Fibrose endoneuro 14 (28) 24 (48) 21 (42) p=0,21

BAAR= bacilo alcool-acido resistentes; LaMg= linfécitos e macréfagos
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Figura 17: Cortes histolégicos dos fragmentos dos nervos periféricos e de pele dos pacientes
diagnosticados com a forma neural pura da hansneiase. A-B) Presenca do bacilos alcool-acido resistentes
(setas) no interior de células de Schwann e macréfago dérmico, respectivamente. Fragmento cutaneo
apresentando o filete nervoso (endo) no centro do infiltrado inflamatério. Wade; C-D) Infiltrado inflamatdrio
linfocitico-histiocitario (inf) perineural e endoneural. Fragmento cutdneo apresentando dos filetes nervosos
comprometidos por linfécitos. HE; E-F) Granuloma epitelidide (gra) no endoneuro do tronco nervoso e fibrose no
perineuro. Na derme o granuloma comprometia totalmente o filete nervoso. HE; G-H) Fibrose no endoneuro (endo)
com leve infiltrado inflamatdrio mononuclear na regido perineural. TG.
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4.7 Analise histopatologica dos fragmentos cutaneos de

pacientes com diagndstico final de outras neuropatias

As alteracOes histopatologicas observadas nos filetes nervosos das 50
amostras cutaneas analisadas dos pacientes com outras neuropatias nao hansénicas
(ON) estao descritas na tabela 3.

Nenhuma amostra exibiu bacilo ou apresentou infiltrado inflamatorio LeM@ no
endoneuro. A formacéo de granuloma epitelidide foi observado em uma das amostras,
proximo aos vasos da derme profunda. Apesar da biépsia de nervo ter sido
inconclusiva neste caso, a presenca do granuloma na pele levanta a possibilidade de
este ser um caso de hanseniase ndo confirmado onde deveré ser realizada uma nova
investigacao.

Em 14% (7/50) das amostras um ou mais filetes exibiam fibrose do endoneuro.
No entanto, a presenca de fibrose nos filetes nervosos mostrou ser menos prevalente
em fragmentos cutaneos dos pacientes com ON do que nos fragmentos cutaneos dos
pacientes com FNP.

Um leve infiltrado L@Mg pode ser observado ao redor de estruturas neurais em

6% (3/50) dos fragmentos cutaneos.

Tabela 6: Frequéncia dos achados histopatologicos observados nos filetes nervoso das amostras
cutaneas de pacientes diagnosticados com outras neuropatias ndo hansénica.

Achados histopatologicos n (%)
Infiltrado inflamatério LgMg perineural 3(6)
Fibrose do endoneuro 7 (14)
Proliferacdo de células de Schwann 4 (8)
Hiperplasia do perineuro 4 (8)
Granuloma 1(2)
Nervo normal 37 (74)

LeMg= linfécitos e macréfagos
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4.8 Valor da biépsia cutanea no diagnostico da forma

neural pura da hanseniase

Em posse dos resultados da analise histopatoldgica dos fragmentos cutaneos
e dos achados comparativos com os fragmentos dos nervos periféricos e da analise
histopatolégica das peles de paciente diagnosticados com outras neuropatias nao
hansénicas, fomos verificar o valor da biopsia de pele como ferramenta para o
diagnostico da FNP através do calculo do valor preditivo positivo (VPP). O célculo foi
baseado nos parametros histopatolégicos que sdo confirmativos ou fortemente
sugestivos de lesdo por hanseniase.

Foi relatado anteriormente que 28% dos casos diagnosticados com FNP
apresentavam alteracdes histopatoldgicas sugestivas de hanseniase, enquanto que
16% dos casos diagnosticados como ON apresentavam algum dos mesmos
parametros histopatologicos. No entanto, quando todos o0s parametros
histopatolégicos foram analisados, pode-se perceber que os pacientes com FNP
apresentavam o dobro ou mais de casos apresentando alteracbes sugestivas de
hanseniase enquanto que os paceintes diagnosticados com ON apresentavam o mais
do dobro de casos onde 0s nervos estavam normais (tabela 7).

Tabela 7: Frequéncia dos parametros histopatoldgicos nos fragmentos cutdneos de pacientes

diagnosticadas com forma neural pura da hanseniase e de pacientes diagnosticados com outras
neuropatias ndo hansénicas.

ON FNP
Achados histopatoldgicos n (%) n (%)
Presenca de BAAR 0(0) 2(4)

Infiltrado inflamatério LéMg endoneuro 0(0) 3(6)
Infiltrado inflamatério LgMg perineuro 03(6) 09(18)

Granuloma 01(2) 02 (4)
Fibrose do endoneuro 07 (14) 14(28)
Proliferacdo de células de Schwann 04 (8) 9(18)
Hiperplasia do perineuro 5(8) 9(18)
Nervo normal 37(74) 17(34)
Total 50(100) 50 (100)

FNP= forma neural pura; ON= outras neuropatias; BAAR= bacilo &lcool-acido resistente; LeMg@= linfocitico-
histiocitario

A presenca de bacilo nas amostras cutaneas € confirmativa de lesdo por
hanseniase, mesmo quando ndo observado no nervo periférico e um parametro de

exclusao para outras neuropatias.
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Foram entdo analisados os parametros que sdo sugestivos de hanseniase,
mas que também sdo observados em outras neuropatias (Tabela 8). O VPP nas
amostras de pele de pacientes com FNP da presenca de infiltrado inflamatério LaM@
no endoneuro foi de 100%. No entanto, & necessario aumentar o numero de casos
com a realizacdo de biopsias em pacientes com FNP para que esse parametro,
sozinho, possa ser sugestivo de leséo por ML. O mesmo ocorre com a formagao de
granuloma epitelidide comprometendo os filetes nervosos. A formagéo de granuloma
sem a observacdo do ML necessita de maiores informacdes para confirmacdo ou
exclusdo de hanseniase.

A fibrose do endoneuro mostrou ser um importante parametro histolégico de
confiabilidade nas amostras cutdneas de pacientes com FNP. Apesar de ser
observado em outras neuropatias, a sua frequéncia foi duas vezes maior nos
pacientes com FNP. A presenca de fibrose nas amostras cutaneas dos pacientes com
FNP obteve um valor preditivo de 67%, o que nos permite especular que sua
presenca, mesmo quando observado individualmente, pode ser sugestiva de FNP.

Tabela 8: Frequéncia detalhada da presenca (1) e auséncia (0) dos parametros histopatolégicos que séo
confirmativos ou fortemente sugestivos de lesdo por hanseniase nos fragmentos dos pacientes
diagnosticados com a forma neural pura da hanseniase e com outras neuropatias ndo hansénicas para o
calculo do valor preditivo positivo.

FNP ON Total P valor
n(%) n(%) n(%)
BAAR
0 48 (49) 50 (51) 98 (100) p=0,49
1 2 (100) 0(0) 2 (100)
Infiltrado LéMg endoneuro
0 47 (48,5) | 50(51,5) 97 (100) p=0,24
1 3 (100) 0(0) 3 (100)
Granuloma epitelidide
0 48 (49,5) | 49(50,5) 97 (100) p=0,56
1 2 (66,7) 1(33,3) 3 (100)
Fibrose
0 36 (45,6) | 43(54,4) 79 (100) p=0,14
1 14 (66,7) 7 (33,3) 21 (100)
Total n(%) 50 (50) 50 (50) 100 (100)

FNP= forma neural pura; ON= outras neuropatias; BAAR= bacilo &lcool-acido resistente; LaMg= linfocitico-
histiocitario

Considerando a presenca de pelo menos um dos quatro parametros

selecionados, o VPP da amostra de pele para o diagnostico da FNP foi de 68,2%.
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5 DISCUSSAO

A hanseniase, denominacao brasileria para a lepra, continua a ser um desafio
a ciéncia moderna no contexto dos préprios fundamentos de uma doenca infecciosa,
destacando a impossibilidade de identificacdo do bacilo em um grupo de pacientes
acometidos pela doenca. Dentre estes, os denominados paucibacilares, a forma
neural pura (FNP) € a de mais dificil diagnostico, visto que, além da dificuldade de
identificacdo do bacilo, as lesGes cutaneas tipicas da doenca estao ausentes (Jopling
&Morgan-Hughes, 1965; Uplekar, Antia, 1986). A doenca se apresenta entdo como
uma neuropatia periférica que faz diagnostico diferencial com outras enfermidades.

Embora as caracteristicas clinicas e eletrofisiologicas possam ser indicativas
da doenca quando examinadas por especialistas experientes, somente a andlise do
fragmento do nervo coletado por procedimento de bidpsia pode confirmar o
diagndstico na maioria dos casos (Jacob & Mathai, 1988; Chimelli et al., 1997). Esta
dificuldade em diagnosticar a FNP poderia explicar a baixa prevaléncia desta forma
clinica e a alta prevaléncia das deficiéncias e incapacidades fisicas observadas nessa
forma clinica (BRASIL, 2008b). Segundo Garbino (2007) em estudo realizado em um
centro de referéncia em Sao Paulo, a incidéncia foi de cerca de dois casos ao ano. No
Ambulatério Souza Araujo os pacientes diagnosticados com FNP correspondiam a
15% do total de pacientes que realizaram biépsia de nervo durante o periode deste
estudo e, apesar do servi¢o funcionar como centro de referéncia para 0 municipio e
estado do Rio de Janeiro, este valor pode néo representar a real frequéncia de casos
dentro do contexto da doenca.

Tendo em vista a dificuldade de se identificar o bacilo no nervo biopsiado,
métodos moleculares, utilizando sequéncias especificas do ML, como a reacéo de
cadeia por polimerase (PCR), foram adicionados como auxilio ao diagnostico
(Martinez et al., 2014), contribuindo assim na confirmacdo da FNP em 32% (16/50)
dos casos analisados no presente estudo. Infelizmente, embora o PCR seja um
método com alta especificidade e sensibilidade, ndo consegue confirmar todos os
casos paucibacilares mesmo aqueles apresentando lesdo cutanea (Barbieri et
al.,2014).

A analise histopatolégica dos fragmentos de nervo periférico € extremamente
heterogénea na FNP variando de lesdes inflamatoérias graves a total fibrose do tecido.
Apesar de ser considerada a principal ferramenta para o diagndstico da FNP, Chimelli

et al. (1997) chamam a atencéo ao fato de que, num mesmo nervo, pode acontecer
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gue somente um dos fasciculos esteja microscopicamente alterado, visto que o ML &
capaz de parasitar somente um fasciculo poupando os demais. Este aspecto, quase
patognomonico da hanseniase, se expressa na ENMG como uma disperséo temporal,
também bastante sugestiva da doenca. Nestes casos, somente a correlacéo entre o
quadro clinico, epidemioldgico e a ENMG podem confirmar o diagnéstico (Jardim et
al., 2004; 2015).

Os achados clinicos na FNP também sao variaveis. Sao observadas alteracdes
sensitivas e motoras de modo semelhante ao que ocorre nas lesdes neurais
observadas nas formas clinicas onde as lesfes dermatoldgicas estdo presentes
(Sckacel et al., 2000; Pimentel et al., 2004; Jardim et al., 2015). Os nervos acometidos
sdo geralmente os mesmos que nos pacientes com lesdes cutaneas, sendo 0s
membros superiores 0os mais acometidos. Neste estudo, em 50% dos casos da FNP
houve o comprometimento do nervo ulnar, em 36% do nervo sural, em 6% dos nervos
fibular e mediano e em 2% do nervo radial, achado semelhante aos de outros autores
(Nascimento et al., 2013; Sarker et al., 2015). No entanto, Vital et al., (2013) indicaram
gue a neuropatia do nervo mediano pode ser o primeiro sintoma da hanseniase.

Embora a andlise do fragmento do nervo obtido por procedimento de bidpsia
tenha um papel chave no diagndéstico da FNP, este procedimento sé pode ser
realizado em centros especializados, obedecendo as normas de pequenas cirurgias,
e no estado do Rio de Janeiro se limita aos hospitais gerais e excepcionalmente ao
Ambulatério Souza Araujo-Fiocruz, creditado pelo International Joint Commission-I1JC.

A bidpsia cutédnea é uma técnica segura, pouco invasiva e de facil realizacao.
As amostras cutaneas sao capazes de fornecer informacgdes sobres fibras nervosas
nao identificadas nos testes neurofisioldgicos de rotina (Lauria & Denigilli, 2007).

Neste contexto fomos analisar o valor da biépsia cutanea ao diagndstico da
FNP através da histopatologia de rotina, inserida em um grupo de neuropatias
periféricas.

As neuropatias periféricas apresentam causas heterogéneas que variam de
genéticas a danos traumaticos ou inflamatérios, e estdo associadas a uma variedade
de sintomas clinicos com alteracbes motoras, sensitivas ou disfungdes autondmicas.
Visto que as alteracbes morfoldgicas, a degeneracdo axonal e 0S processos
regenerativos ocorrem nos nervos cutaneos antes do aparecimento dos sintomas
clinicos no curso das neuropatias periféricas, a bidpsia cutanea parece ser uma
ferramenta promissora no diagnostico, no acompanhamento da resposta ao

tratamento (Lauria et al., 2009).
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A investigacdo mais comum nas amostras cutaneas de pacientes com
neuropatias periféricas € a densidade das fibras nervosas intraepidérmicas, visto que
pacientes com neuropatias apresentam uma significativa reducdo destas fibras
nervosas (Wendelschafer-Crabb et al., 2006; Lauria et al., 2005; Heij et al., 2012).
Entretanto, apesar de serem as primeiras a sofrerem alteracbes nas doencas
neuropaticas, elas requerem a utilizacdo de técnicas de deteccdo e observagao
avancadas que sO estdo disponiveis em centros de pesquisa.

E amplamente relatado que a penetracéo do M. leprae nas células de Schwann
induz a desmielinizagdo (Rambukanna et al.,1997) o que justificaria os achados
eletroneuromiogréficos de lesBes desmielinizantes em um grande numero de
pacientes, principalmente durante os estados reacionais (Vital, 2005). Entretanto
sabe-se que o ML se aloja principalmente nas fibras amielinicas ou pequenas fibras
levando, inicialmente, a alteracdes autondémicas, térmicas e da sensacdo de dor.
Durante a evolucdo, o processo inflamatoério atinge as fibras de maiores calibres,
levando ao quadro de desmielinizagéo e lesdo axonal, por vezes, definitivas (Jardim
et al., 2015). A abordagem das fibras amielinicas requere técnicas especiais e nao foi
foco deste estudo. Entretanto, os filetes cutdneos, ramos dos troncos nervosos
afetados de pacientes com sintomatologia sensitiva e motora podem ser Uteis a
avaliacdo do grau de comprometimento daqueles nervos, favorecendo o diagnéstico
da FNP.

Neste estudo foram observados filetes nervosos em 91% das amostras
cutaneas analisadas. Estas estruturas foram observadas em microscopia optica, apos
identificacdo do endoneuro e do perineuro e confirmadas pela marcagao
imunofenotipica da proteina S-100. Destas amostras, em 41% foi possivel identificar
alguma alteracdo morfolégica nos nervos. A maioria dos casos que apresentaram
alteracdes nos nervos dérmicos e/ou hipodérmicos eram pacientes com FNP. Nestes
pacientes, 89% das amostras cutaneas apresentavam nervos passiveis de analise,
confirmando o papel da andlise de fragmentos de pele no diagnéstico da hanseniase.
Entretanto em 34% das amostras, 0s nervos cutaneos ndo apresentaram alteracoes
morfoldgicas relevantes.

O diagnostico da hanseniase € conduzido através de alteracdes
histopatolégicas ditas como confirmativas (presenca do BAAR) ou fortemente
sugestivas da doenca (presenca de infiltrado inflamatério linfo-histiocitico no

endoneuro, presenca de granuloma epitelidide e fibrose). Em 28% das amostras
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cutaneas dos pacientes com FNP analisadas, pelo menos uma destas alteracdes
esteve presente.

A pesquisa do BAAR foi positiva em 4% das amostras cutaneas, tendo sido
confirmativa no diagnéstico de hanseniase. Alguns autores também encontraram
BAAR em fragmentos de pele hipoestésicas de paciente com FNP (Kumar et al., 1996;
Suneetha et al., 1998; Menicucci et al., 2005). No entanto, outros autores afirmam que
o diagnostico dessa forma clinica sé é possivel através da bidpsia do nervo periférico
(Jacob & Mathai, 1988; Kaur et al., 1991).

Nos nervos periféricos destes mesmos pacientes foram observados BAAR em
14% das amostras. Sabe-se que as lesGes nos nervos tendem a ter mais bacilos que
as lesbes cutaneas, visto que o nervo periférico € considerado um sitio protetor para
o agente da infeccdo (Ridley & Ridley, 1986). Apesar do fragmento de nervo se
apresentar mais suscetivel a deteccdo do BAAR, 86% das amostras tiveram
concordancia quanto a auséncia do BAAR tanto na pele, quanto no nervo.

Em estudo com 45 pacientes, Weng et al. (2000) afirmaram que a sensibilidade
para a deteccdo do bacilo na pele aumentou significativamente quando foram
analisados 30 cortes seriados da amostra. Da mesma maneira, Job et al. (1997),
realizaram 145 cortes seriados de amostras de pacientes diagnosticados com
hanseniase indeterminada, identificando bacilo em todos os fragmentos analisados.
O numero de cortes seriados para investigacdo do bacilo deste estudo foi de trés a
cinco cortes. Este costuma ser o numero de cortes analisados na rotina diagnostica.
Estabelecer um numero adequado de cortes histologicos poderia aumentar a
possibilidade de observacdo dos BAAR nas amostras cutaneas da FNP.

O grande desafio ao diagndstico conclusivo da FNP é o alto indice de amostras
onde os bacilos ndo sdo observados. Nessa circunstancia a presenca do infiltrado
inflamatorio linfo-histiocitario e do granuloma epiteliéide no endoneuro sinalizam uma
grande possibilidade de ser hanseniase (Antunes et al., 2012; Hui et al., 2015).

Em 18% dos fragmentos cutaneos foi observado o infiltrado inflamatorio
constituido de linfocitos e histiécitos ao redor ou comprometendo um ou mais filetes
nervosos na derme profunda. O granuloma epitelidide esteve presente em 4% dos
casos. Estes dados sdo semelhantes aos observados por outros autores em amostras
de pele hipoestésica de pacientes com FNP (Kumar et al., 1996; Suneetha et al., 1998;
Menicucci et al., 2005).

A alteracdo inflamatéria esta presente em todo o espectro das lesdes por

hanseniase. O papel neuroinflamatorio desempenhado pelas células de Schwann
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atrai para elas o papel de moduladora da resposta imunoldgica através da expressao
de antigenos e a producao de citocinas e quimiocinas (Ydens et al., 2013; Masaki et
al.,, 2014). Nos individuos classificados como paucibacilares, a formacdo do
granuloma é orquestrada por diferentes mediadores quimicos importantes para a
ativacao dos linfécitos do tipo Thl e dos macréfagos efetores (Briton, 1993; Modling,
1994; Nath et al., 2015). Como descrito anteriormente, este achado no nervo periférico
é altamente sugestivo de hanseniase.

Quando analisamos o0s nervos periféricos dos mesmos pacientes, foi
observado que mais da metade das amostras apresentava o processo inflamatério no
endoneuro e em 30% dos casos foi observada a formacdo de granuloma epitelidide.
Microscopicamente, o0 granuloma estava formado por células epitelidides
diferenciadas, circundadas por uma populacédo de linfécitos. No entanto, apesar do
granuloma epitelidide no endoneuro, na auséncia do bacilo, ser o achado mais
sugestivo de lesdo por hanseniase (Antunes et al., 2012; Hui et al., 2015), em 70%
das amostras houve concordancia quanto a auséncia desta alteracdo inflamatoria
tanto na pele quanto no nervo periférico dos pacientes com FNP.

Somente em trés pacientes o infiltrado inflamatério linfocitico-histiocitario no
endoneuro esteve presente tanto no fragmento cutaneo, quanto no fragmento de
nervo. Este nimero se estende para nove se for considerado o infiltrado inflamatério
no perineuro dos nervos dérmicos. Estudos comparando a amostra de pele com a
amostra de nervo em paciente com FNP também mostraram baixa concordancia
quando foi analisada somente a presenca de infiltrado inflamatério comprometendo o
endoneuro (Jenkins et al., 1990; Menicucci et al., 2005). Desta forma, podemos
concluir que o infiltrado inflamatério na pele ndo é um parametro histolégico confiavel
guando analisado individualmente.

Depois da presenca do bacilo alcool-acido resistente e do infiltrado inflamatorio
comprometendo os compartimentos neurais, a fiborose do endoneuro é a alteracéo
mais significativa e sugestiva de lesdo por hanseniase. Esta caracterizada pela
substituicdo do tecido neural por matriz colagenosa. A fibrose do endoneuro foi o
achado mais significativo observado nas amostras cutaneas, comprometendo 28%
dos casos. No nervo periférico, a fiborose € um achado comum na hanseniase,
consequéncia da intensa neurite que acompanha a doenga (Antunes et al., 2012) e
responsavel pelas deformidades fisicas irreversiveis (Miko et al., 1993). Quarenta e
oito por cento das amostras de nervo periférico analisadas apresentava fibrose no

endoneuro. Esse numero se ampliava para 84% (42/50) quando os demais
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compartimentos neurais eram considerados. Ainda nao é bem explicitado como ocorre
esta substituicdo do tecido nervoso pela matriz colagenosa, mas j& foi descrito o
importante papel das metaloproteinases MMP-2, MMP-9 secretadas pelas células de
Schwann infectadas pelo M. leprae no estimulo a producéo do colageno (Oliveira et
al., 2010; Medeiros et al., 2015).

O processo de fibrose nos nervos cutaneos também € descrito em outras
neuropatias periféricas, como no diabetes. Nas amostras cutaneas de pacientes
diagnosticados com neuropatias ndo hansénicas analisadas neste estudo, a fibrose
do endoneuro foi observada em 14% das amostras. Comparativamente, este nimero
€ 50% menor do que nas amostras de pacientes com FNP.

A microfasciculacao ocorre no nervo periférico em resposta ao dano ao tecido
neural e pode ser observada em neuropatias por diabetes (Dyck, Windebank, 2002) e
por hanseniase (Vallat et al., 1991). Histologicamente os microfasciculos sao
aglomerados de axbnios predominantemente amielinicos e de células de Schwann
denervadas, envoltos por fibroblastos do perineuro que com o0 tempo serdo
substituidos por matriz extracelular (Antunes et al., 2011).

Neste estudo foi possivel observar a formacédo de microfasciculo nos nervos
dérmicos em 4% das amostras cutaneas. Este achado sugere a possibilidade do
estudo dos nervos dérmicos para identificacdo de lesao do nervo periférico e seu
processo de regeneracdo. Em estudo com total de 164 fragmentos de nervos de
paciente com hanseniase neural pura, a microfasciculacéo foi observada em 10% das
amostras, sendo mais frequente naquelas contendo bacilo (Antunes et al., 2011). No
presente estudo, a presenca de BAAR né&o foi observada nas amostras cutaneas ou
de nervo contendo os microfasciculos. Nestes casos, o diagndstico foi definido através
da positividade do PCR.

Em posse dos resultados da analise comparativa, podemos sugerir que a
presenca da fibrose, mesmo quando analisada individualmente, pode ser sugestiva
de lesdo por hanseniase em pacientes sintométicos. As demais alteracdes
histopatolégicas ndo devem ser consideradas padrdo quando observadas
individualmente. A observacdo de um (9/50) ou a presenca de dois ou mais
parametros considerados chaves ao diagnoéstico da hanseniase, ndo mostraram
diferenca significativa na frequéncia dos casos comprometidos.

Além das alteracdes consideradas confirmativas ou fortemente sugestivas de
lesdo por hanseniase, o fragmento de nervo periférico pode também apresentar

alteracdes histolégicas consideradas inespecificas, como 0 aumento no espaco
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subperineural (edema), o espessamento do perineuro e a neoformacéo vascular,
visualizadas com maior frequéncia na hanseniase do que em outras neuropatias
(Chimelli et al., 1997; Antunes et al., 2012). Desta forma, fomos verificar se também
era possivel observar algumas destas alteracdes nos filetes nervosos cutaneos dos
pacientes com FNP.

Nossos resultados mostram que alteragbes morfologicas consideradas
inespecificas foram observadas em 38% das amostras cutaneas. Destas, 18%
exibiam laminacdo do perineuro. A  hiperplasia do perineuro estava
predominantemente associada a presenca de infiltrado inflamatério linfocitico-
histiocitario comprometendo os filetes nervosos ou ao redor de vasos perineurais. Os
nervos periféricos correspondentes das amostras cutaneas apresentavam de
moderado a acentuado infiltrado inflamatério linfocitico-histiocitario comprometendo
todos os compartimentos neurais. Esta alteracdo morfologica também foi observada
em fragmentos cutaneos de area hipoestésica de pacientes diagnosticados com FNP,
onde apos reanalise histopatolédgica, foram consideradas como forma indeterminada
da hanseniase (Menicucci et al., 2005), mesmo na auséncia de lesdo dermatoldgica
gue caracteriza a forma indeterminada.

Este fato levanta um ponto de discussédo bastante polémico de que poderia
haver um comprometimento histopatoldégico cutdneo antes do aparecimento das
lesBes dermatologicas justificando a realizacdo de bidpsias cutdneas em contatos de
pacientes multibacilares (comunicacao pessoal, Dra. Euzenir Sarno). Por outro lado,
discute-se ainda se a FNP n&o seria preliminar as formas clinicas dermatoldgicas.
Contra esta hip6tese ha relatos de casos que permaneceram somente com a lesao
neural por toda a vida na era pré-tratamento (Cochrane, 1964). Ha ainda relatos de
casos em que apOs anos houve o desenvolvimento de lesdo dermatolégica. Em
estudo realizado por Skacel et al., (2000), que acompanharam 40 pacientes com
neuropatias periféricas por até quatro anos, trés se mantiveram com a FNP, seis
desenvolveram quadros reacionais e um desenvolveu a forma lepromatosa. Este
estudo sugere que lesdes neuropaticas podem sim, anteceder por anos as lesdes
dermatoldgicas.

O aumento no numero de células de Schwann foi detectado quando observada
a sobreposigdo de nucleos nos cortes longitudinais dos filetes nervosos. Embora este
achado esteja submetido a critica, pois depende da espessura do corte, a
padronizacdo adotada no nosso laboratorio afasta essa possibilidade. Em 18% das

amostras cutaneas foi observada a proliferacdo das células de Schwann nos filetes
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nervosos. A intensa marcacgao pela proteina S-100 confirmou tratarem-se de células
neurais e ndo fibroblastos. Antunes et al., (2012) no entanto, mostraram que a
proliferacdo das células de Schwann esta mais presente nas amostras de nervo de
pacientes com neuropatias ndo hansénicas.

A microscopia de cortes semi-finos costuma ser essencial na analise nos
nervos periféricos pois permite a observacdo de alteragcbes em estruturas nao
visualizadas na histologia tradicional (Chimelli et al., 1997; Garbino et al., 2011). Nas
amostras de pele deste estudo todas as alteracdes morfologicas observadas através
dos cortes semi-finos foram identificadas na histopatologia tradicional, ou seja, 0 uso
desta técnica ndo aumentou a sensibilidade da andlise do fragmento cutdneo como
ferramenta diagndstica. Entretanto o nimero de bidpsias examinadas foi pequeno,
devendo ser ampliado o grupo para possibilitar uma analise conclusiva.

Em resumo, podemos concluir que 66% das amostras cutaneas da FNP
apresentaram alguma alteracdo morfolégica em um ou mais filetes nervosos, e que a
analise minuciosa dos nervos dérmicos e/ou hipodérmicos pode fornecer informacdes
relevantes no auxilio ao diagndstico da doenca. As alteracGes histopatologicas nos
nervos dérmicos ndo costumam ser alvo de investigacdo em neuropatias periféricas,
incluindo a hanseniase. Entretanto, o resultado desse trabalho traduz a importancia
da histopatologia basica detalhada de todas as estruturas e ressaltou a importancia
do tricrémico de Gomori também na analise dos fragmentos cutaneos.

Ja foi descrito na literatura que o estudo dos fragmentos cutadneos € uma
importante ferramenta de auxilio ao diagnéstico de neuropatia periférica por diabetes
(Kennedy et al., 1996), idiopatica (Wendelschafer-CrabbKennedy & Walk, 2006) e por
hanseniase (Antunes et al., 2003). A grande vantagem da coleta do fragmento de pele
e seu estudo é a possibilidade de quantificar as fibras intraepidérmicas, especialmente
estudadas devido a sua relacdo com a dor neuropatica e para fazer analise
morfologica dos nervos dérmicos; além disso € possivel utilizar a amostra para a
reacao de PCR, analise ultraestrutural e imunologica (Ebenezer et al., 2007).

A etapa final deste estudo foi a avaliagdo do valor preditivo positivo do
fragmento cutaneo coletado por bidpsia para o diagnostico da hanseniase neural pura
através da analise histopatologica dos nervos dérmicos e/ou hipodérmicos. Neste
contexto, foi observado que a amostra cutanea dos pacientes diagnosticados com
FNP mostrou um valor preditivo positivo de 68,2%, quando foi considerado a presenca
de parametros histolégicos confirmativos ou sugestivos de lesdo por hanseniase. Isto

sugere que a biopsia cutanea realizada no dermatomo do nervo afetado, assume um
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importante valor para o diagnostico da FNP visto que parametros histopatolégicos
sugestivos da hanseniase podem ser observados na pele mesmo sem lesé@o cutanea.
O fato de que em dez casos diagnosticados com a FNP nao terem sido observados
nervos nos fragmentos cutédneos levanta a questdo das limitacbes da técnica
histopatoldgica na rotina diagnostica ja que o nervo dérmico € sinuoso e pode nao
estar presente no corte analisado.

No entanto, estes achados contribuem para a ampliacdo do espectro de
possibilidades da utilizacdo da bidpsia cutanea para o diagndstico das neuropatias

periféricas.
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6 CONCLUSOES

As amostras cutaneas possuem estruturas neurais que permitem o diagndstico
das neuropatias periféricas.

Em 28% das amostras estudadas foram observados achados que séo
confirmativos ou sugestivos da hanseniase e dentre estes a fibrose foi 0 achado mais
frequente, comprometendo 28% dos casos analisados.

Outros achados, embora considerados inespecificos, também estiveram
presentes nas amostras cutdneas desprovidas dos parametros caracteristicos da
hanseniase, que incluem a presenca do bacilo, presenca de infiltrado inflamatorio
linfo-histiocitario no endoneuro e granuloma epitelidide.

A comparagdo das amostras cutaneas com o tronco nervoso correspondente
mostrou que o padrao-ouro do diagndstico da hanseniase, ou seja, a visualizacdo do
bacilo alcool-acido resistente, € encontrado em poucos casos tanto na pele (4%)
guanto no nervo correspondente (14%).

O valor preditivo positivo do fragmento cutédneo para o diagnéstico da
hanseniase neural pura foi de 68,2% reforcando o valor da bidpsia de pele como
ferramenta de auxilio ao diagndstico dessa forma clinica.

A analise dos filetes nervosos no dermatomo acometido pode vir a ser uma
importante ferramenta de auxilio ao diagnostico da hanseniase neural pura na rede
basica de salude desde que sejam encaminhadas para os centros de referéncia e

analisadas por patologistas especializados.
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ANEXO |

Tabela 9: Frequéncia detalhada da concordéancia e discordancia dos pardmetros histopatolégicos que sédo
confirmativos ou fortemente sugestivos de lesdo por hanseniase na analise comparativa entre fragmentos
cutaneos e os fragmentos de nervo dos pacientes diagnosticados com hanseniase neural pura.

Pele | Nervo | Concordancia n(%) | Discordancia n(%) |Concordéancia Discordancia

n=50 n=50 P+N+ P-N- P+N- P-N+ total total
Presengca de BAAR 2 7 2(4) 43 (86) 0(0) 5(10) 45 (90) 5(10)
Infiltrado LeMg endoneuro 3 26 3(6) 24 (48) 0 (0) 23 (46) 27 (54) 23 (46)
Granuloma epiteliéide 2 15 24 35(70) 0 (0) 13 (26) 37 (74) 13 (26)
Fibrose endoneuro 14 24 9 (18) 21 (42) 5 (10) 15 (30) 30 (60) 20 (40)

P+N+= Presenca na pele e presenca no nervo; P+N- = presenca na pele e auséncia no nervo; P-N+ = auséncia

na pele e presenga no nervo; BAAR= bacilo alcool-acido resistente; LaMg= linfo-histiocitario.
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