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Manifestations of reactional tuberculoid pattern in borderline
leprosy: comparative, bistochemical and immunobistochemical

study, in skin biopsies, between type 1 reactions ocurred
before and during multidrugtherapy
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Resumo: FUNDAMENTOS - Na hanseniase dimorfa ¢ comum a ocorréncia de reagoes tipo 1 antes, durante ou depois da poliquimioterapia (PQT).
Trabalhos recentes sugerem que a reaco tipo 1 seria um desequilibrio imunoldgico entre citocinas pré-inflamatdrias e antiinflamatdrias.
Osjervos - Compreender melhor a fisiopatologia das reagoes tipo 1.

MEtoDos - Estudaram-se bidpsias cutineas de 10 individuos com hanseniase dimorfa-tubercul6ide reacional no tratada (DTR) e 10 dimor-
fos em reacio reversa ap6s o inicio da PQT (DRR), comparando-se os pardmetros morfolégicos e imunolégicos por meio de colorages
HE e Faraco-Fite, e técnicas imuno-histoquimicas (CD4, CD8, CD20, CD79a, CD57, iNOS, IL-10, LAM e BCG).

Resurtapos - Houve, nos DRR, mais macréfagos multivacuolados, maior marcagio nos macréfagos para a enzima 6xido nitrico sintase indu-
zivel (iNOS) e menos linfocitos T CD8+ (p<0,05). Afora a presenca de bacilos tipicos nos DTR e sua auséncia nos DRR, nio houve dife-
rencas na baciloscopia ou na marcacio para antigenos micobacterianos (LAM e BCG) entre os grupos. O nimero de células IL-10+ foi
similar nos dois grupos, porém houve correlagio negativa entre essa citocina e a propor¢io CD4/CD8 apenas nos pacientes DRR (p<0,05).
Houve tendéncia a reducio do infiltrado especifico e a0 maior nimero de células NK nos DRR.

CoNcLusio - Na presenca de muitos bacilos vidveis em um paciente sem imunidade celular plena, haveria tendéncia a piora imunoldgica
(downgrading). A PQT, ao reduzir a carga bacilar, melhoraria a imunidade celular (upgrading), com posterior desvio da imunidade adqui-
rida para a inespecifica (resposta Th3), evoluindo para a cura.

Palavras-chave: Antibidticos combinados; Citocinas; Contagem de células; Granuloma; Hanseniase dimorfa; Oxido nitrico

Abstract: BAckGROUND - Type 1 reactions are common in borderline leprosy, and can occur before, during or after multidrugtherapy
(MDT). Recent papers suggest that these reactions could be a result of an imbalance between proinflammatory and anti-inflammatory
citokines.

OsfecTvVE - To understand better the physiopathology of type I reactions.

MEtHODS - We studied skin biopsies from 10 non-treated patients with reactional borderline tuberculoid leprosy (BIR) and 10 from bor-
derline leprosy with reversal reactions after the beginning of MDT (BRR), to compare morphological and immunological parameters by
routine staining (H-E and Faraco-Fite) and immunobistochemical technics (CD4, CDS, CD20, CD79a, CD57, iNOS, IL-10, LAM and BCG).
Resuits - We found, in BRR group, stronger staining for iNOS into macrofages, fewer CD8+ T cells and more multivacuolated macrofages
than BIR group (p<0,05). Despite the presence of viable bacilli in BIR and its absence in BRR, there weren't differences in baciloscopy
and staining for mycobacterial antigens (LAM and BCG) between the groups. The number of IL-10+ cells was similar in both groups, but
there was a negative correlation between this cytokine and the CD4:CD8 ratio only in BRR group (p<0,05). It was seen a tendency for
a decreased specific infiltrate and increased number of NK cells in BRR group.

Conctusions - The presence of many viable bacilli in a patient with partial cellular immunity could worse the immunological status
(downgrading). Once started MDT, the reduction bacilli charge would improve cellular immunity (upgrading), with latter shift to inna-
te immunity (Th3 response), evolving to cure.

Keywords: Antibiotics, combined; Cytokines; Cell count; Granuloma; Leprosy, borderline; Nitric oxide
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INTRODUCAO

A hanseniase é doenca infecciosa cronica cau-
sada pelo Mycobacterium leprae, bacilo alcool-icido
resistente atéxico que tem tropismo por pele e ramos
nervosos periféricos."” As manifestacoes clinicas da
doenca dependem do grau de imunidade do hospe-
deiro, ou seja, individuos anérgicos desenvolvem a
hanseniase virchoviana, a qual cursa com comprome-
timento visceral; aqueles com imunidade celular par-
cial desenvolvem a hanseniase dimorfa, forma insta-
vel e sujeita a virios episddios reacionais antes,
durante ou apds a poliquimioterapia; e individuos
com imunidade celular plena evoluem para a hanse-
niase tuberculdide, em que as reagoes sao incomuns,
porém extremamente destrutivas dos nervos.” Ha
varias hipéteses para a fisiopatogenia das reacoes tipo
1 (reagoes de hipersensibilidade mediada por célu-
las), variando desde reacoes auto-imunes a prolifera-
cao de bacilos quiescentes em local imunologicamen-
te protegido, como os ramos nervosos.”’ Trabalhos
recentes tém mostrado que nessas reagoes ha, ao lado
do aumento da resposta imunocelular (resposta
Th1), também uma resposta imunossupressora/imu-
nomoduladora (resposta Th2/Th3), mediada princi-
palmente pela interleucina 10 (IL-10), a qual impedi-
ria destrui¢ao mais relevante dos tecidos por proces-
sos de hipersensibilidade.” No intuito de entender
melhor os mecanismos da reacao tipo 1, foi realizado
este trabalho.

MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados, dos arquivos do Instituto
Lauro de Souza Lima, 10 biopsias de casos de hanse-
niase dimorfa tuberculéide reacional nao tratada e 10
de casos de hanseniase dimorfa com reacio reversa,
cuja clinica e histopatologia mostravam padrao fran-
camente tuberculéide. As liminas foram cortadas de
forma seriada, submetidas as coloragoes hematoxili-
na-eosina e Faraco-Fite, e avaliadas conforme os crité-
rios de Ridley." Outras 10 laminas foram cortadas para
a contagem da populacio celular linfocitaria (linféci-
tos T, B e NK) e avaliacio da marcagiao para citocinas
(interleucina-10 e iNOS), por meio de técnicas
imuno-histoquimicas, na respectiva ordem: CD3,
CD8, CD3 e CD8 (dupla coloragio) (Figura 1), CD20,
CD79, CD57 (NK), IL-10, iNOS (6xido nitrico sintase
induzivel), LAM (lipoarabinomanana), BCG. Devido a
dificuldade de imunomarcacio para CD4 em material
parafinado, optou-se pela dupla coloracao para CD3
e CD8, tendo as células duplamente marcadas (fast
red e DAB) sido consideradas CD8+, e as marcadas
apenas pelo fast red, CD4+. Laminas coradas apenas
pelo CD3 ou pelo CD8 foram realizadas para confir-
macgao da dupla coloracao. A contagem de linfécitos
T, NK e de células IL-10+ foi realizada quantitativa-

mente (células por mm?®), e o restante semiquantitati-
vamente, em todos os niveis do derma (superficial,
médio e profundo), a saber: LAM e BCG - 0 a 6+;
iNOS - 0 a 3+; linfocitos B - 0 a 4+. As leituras das
laminas foram feitas por trés observadores indepen-
dentes. Os resultados foram submetidos aos testes de
Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e correlagio de
Pearson. O nivel de significincia estatistica adotado
foi de 5%.

RESULTADOS

Os resultados das avaliacbes quantitativas dos
linfécitos T CD4+ e CD8+, NK (CD57+), células IL-
10+ e das avaliac6es semiquantitativas das bacilosco-
pias (Faraco-Fite), das células iNOS+, linfécitos B
CD20+ e CD79+ e dos antigenos micobacterianos
(LAM e BCG) estao na tabela 1. Na figura 2, em maior
aumento, vé-se quadro histolégico tipico de reacao
na faixa tuberculéide. Foram encontrados, em niveis
significantemente estatisticos (p<0,05), no grupo
DRR, maior presenca de macréfagos multivacuolados
(apenas nos dimorfos tratados), maior marcacio nos
macréfagos para a enzima 6xido nitrico sintase indu-
zivel (iNOS) (Figura 3) e menor nimero de linfocitos
T CD8+. Afora a presenga de bacilos tipicos nos DTR
e sua auséncia nos DRR (Figura 4), nao houve diferen-
¢as na baciloscopia ou na marcag¢io para antigenos
micobacterianos (LAM e BCG) (Figuras 5 e 6) entre 0s
dois grupos. Os linfécitos B CD20+ e CD79+ (Figura
7) tenderam a localizacio perivascular nos dois gru-
pos, porém também estavam dispersos na periferia
dos granulomas. As células NK (CD57+) (Figura 8) e
IL-10 positivas (Figura 9) estavam localizadas dentro e
entre os granulomas. O nimero de células IL-10+ foi

FiGura 1: Infiltrado inflamatério mostrando linfécitos T CD4 e
CDS8 entremeados agredindo ramo nervoso. Imuno-histoquimica
(Dupla coloracao CD3 e CD8 - 200x)
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TaBELA 1: Avaliacdo quantitativa e semiquantitativa da populacao celular linfocitaria T, B e NK, células IL-10+,
células iNOS+, baciloscopia e antigenos micobacterianos em pacientes DTR e DRR (10 pacientes por grupo)

Parametro

BACILOSCOPIA * Média = DP
Mediana
LAM * Média + DP
Mediana
BCG * Média = DP
Mediana
CD4 ** Média + DP
Mediana
CD8 #* Média = DP
Mediana
CD4:CDS8 Média = DP
Mediana
CD20 * Média = DP
Mediana
CD79 * Média = DP
Mediana
CD 57 ** Média = DP
Mediana
IL-10+ ** Média = DP
Mediana
iNOS+ * Média = DP
Mediana

Grupos
DTR DRR
3,1 +1,2 29 * 1,52
3 3
3,5+ 1,58 3,6 = 1,58
3,5 3,5
3,6 = 1,65 3,8 1,62
3,5 4

1289,90 *+ 372,33
1340

1011,80 + 223,01
1004

1105 *+ 161,85
1085

792,60 = 144,94
824,5

1,29 + 0,34 1,41 = 017
1,26 1,4

2,70 + 0,48 2,40 + 0,52
3 2

2,40 % 0,70 2,40 + 0,52
2,5 2

133,70 + 118,99 299 + 351,20
90,5 207,5
66,50+50,95 65+23,12
47 61

1,63 = 0,74 2,30 + 0,48
1,5 2

* - Avaliacdo semiquantitativa
** - Analise quantitativa

semelhante nos dois grupos, porém houve correlacao
negativa entre essa citocina e a propor¢ao CD4/CD8
nos pacientes DRR (p<0,05). Houve tendéncia a
reducao do infiltrado especifico (T CD4+ e B
CD20+) e ao aumento do nimero de células NK no
grupo DRR.

DISCUSSAO

Na hanseniase dimorfa, diferentemente da
tuberculdide e da virchoviana, ha sempre maior grau
de alteracoes inflamatérias nas lesdes granulomatosas
(congestao, edema intersticial e intracelular e deposi-
¢ao de fibrina), provavelmente porque a capacidade
imunocelular parcial leva a2 demora no reconheci-
mento antigénico, permitindo proliferacao bacilar ini-
cial maior. Quando o nivel antigénico local é suficien-
te para estimular a reacao imune, esta ja demonstra
sinais de hipersensibilidade. Principalmente nos
dimorfos proximos ao pdlo tuberculdide, ou seja,
dimorfo-dimorfo (DD) e dimorfo-tuberculéide (DT)

An Bras Dermatol. 2005;80(Supl 3):5268-74.

com reacio tipo 1 ab initio (antes do inicio da PQT),
os niveis altos de antigenos frente a uma imunidade
celular parcial levam aos fendmenos de hipersensibi-
lidade mediada por células. Porém, como essa capaci-
dade de destruigdo bacilar é parcial, ha sempre uma
percentagem de bacilos que permanecem vidveis, se
multiplicam e podem passar a exercer efeito imunos-
supressor. Enquanto esse efeito imunossupressor nio
for suficiente para bloquear a imunidade celular, ha
episodios reacionais. Ao lado desse processo, no sen-
tido de manter a homeostasia local, frente a uma
agente atéxico, o organismo lanca mao das citocinas
imunomoduladoras/imunossupressoras, como a IL-
10 e o TGFB,’ que suprimem temporariamente a
reposta Thl, e o paciente vai piorando progressiva-
mente a cada surto reacional, ou seja, tende a evoluir
em dire¢io ao pélo virchoviano."’

Em qualquer etapa dessa evolugao de degrada-
ca0, o inicio da poliquimioterapia promove a destrui-
¢ao bacilar."” Em cerca de metade dos dimorfos ha evo-
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FIGURA 2: Granulomas de padrao tuberculéide com células
epitelidides predominando e acamulo focal de linfocitos (HE - 400x)

lugao natural para a cura, mas outros pacientes apre-
sentam fendmenos reacionais antes da cura ou,
mesmo, depois (notadamente os dimorfo-vircho-
vianos)." Durante esses episodios, o quadro granulo-
matoso torna-se de padrio mais tuberculéide, com
sinais de hipersensibilidade, e ha reducao da carga
bacilar.” O exame morfologico (HE) de uma biopsia
nessa fase dificilmente permite definir o carater rever-
so, a nao ser por meio de informagdes clinicas e/ou
histopatolégicas sobre a forma clinica prévia. As vezes,
porém, o achado de macréfagos multivacuolados, tipi-
cos da hanseniase na faixa virchoviana (DV e virchovia-
nos subpolares), em meio a esse quadro francamente
tuberculéide evidencia a degradacao prévia e permite
o diagnostico de reversio (upgrading).'

FIGURA 3: Reacao granulomatosa mostrando células marcadas
positivamente para a enzima Oxido nitrico sintase induzivel (3+
na escala semiquantitativa). Imuno-histoquimica (iNOS - 400X)

FIGURA 4: Baciloscopia da bidpsia tipica de quadro dimorfo em
reagao reversa: grumos de bacilos granulosos em macréfagos vac-
uolizados em meio a células epitelidides (3+ na escala de Ridley)

(Faraco-Fite - 1000x)

Qual seria a causa da reacao tipo 1 em dimor-
fos durante o tratamento? Uma primeira possibilidade
seria a de que a acdo bactericida da PQT, ao destruir
os bacilos, eliminaria a secre¢cao de LAM e PGL-1, sabi-
damente imunossupressores.'”'* Essa reducio de fato-
res supressores, frente a imunidade parcial dos
dimorfos, poderia desequilibrar a balanca no sentido
da resposta Th1, provocando reacoes de hipersensibi-
lidade aos antigenos no tecido.” Por que isso nio
ocorre em todos os individuos? Sabe-se que o grupo
dimorfo ¢ instivel e que hd um equilibrio delicado
entre imunidade celular e antigenos micobacterianos,
que estao, em sua maioria, em localizag¢ao intracelular
(macrofagos, ramos nervosos, musculo eretor do
pélo, endotélio).” O que romperia esse equilibrio? E

>
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FIGURA 5: Macrofagos contendo grande quantidade de lipoarabi-
nomanana superficial (5+na escala semiquantitativa). Imuno-his-
toquimica (LAM - 400X)

An Bras Dermatol. 2005;80(Supl 3):5S268-74.
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FIGURA 6: Ramo nervoso do derma profundo mostrando forte
marcagao para anticorpo antiMycobacterium bovis (6+ na escala
semiquantitativa). Imuno-histoquimica (BCG - 200X)

provavel que uns poucos bacilos quiescentes, aloja-
dos em locais protegidos (como ramos nervosos, por
exemplo), venham a proliferar, em condi¢oes adequa-
das, e que alguns deles morram, quer pela imunidade
parcial do individuo dimorfo, quer pelo pobre meta-
bolismo bacilar, até o ponto de estimular novamente
a imunidade celular." Quando a rea¢io imune se faz
no seio de um granuloma regressivo, ha rotura de
macroéfagos e liberacao de antigenos, potencializando
a resposta Th1 e gerando o quadro reacional.’

A avaliacao da populagio celular e de citocinas,
bem como dos antigenos bacilares, revelou que nos
pacientes DTR, em relacao aos DRR, houve presenga
de bacilos tipicos em meio ao granuloma epitelidide,
indicando tendéncia a degradacao; menor marcacao

< '“’ L ’- .' Dt ) N o . ®

FIGURA 7: Linfécitos B ativados e plasmécitos formando acamulos
na periferia de granuloma. Imuno-histoquimica (CD79 - 400X)

An Bras Dermatol. 2005;80(Supl3):5268-74.
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FIGURA 8: Células NK dispersas em meio a reacio granulomatosa.
Imuno-histoquimica (CD57 - 400X)

para a iNOS, indicando incapacidade destrutiva plena
dos bacilos e menor resposta ao estimulo das citocinas
Th1; maior quantidade de linfécitos T CD8+ (prova-
velmente supressoras, devido aos parametros acima);
auséncia de macréfagos multivacuolados, devido a o
estado de degradacao estar no inicio; e os niveis de IL-
10 nao tiveram correlacio com a correlacio CD4:CD8,
indicando processo ativo, ja que, na auséncia de trata-
mento, essa correlagio nao se altera nas diversas for-
mas clinicas. Todos esses dados sio consistentes com
o estado de degradagio do grupo DTR.

Nos DRR, as bidpsias e/ou histoérias clinicas pré-
vias foram compativeis com as formas DD, DV e vir-
choviana subpolar, na maioria dos casos. A compara-
cao dos padroes histolégicos prévios com o padrao

FIGURA 9: Células mononucleares imunomarcadas para IL-10 em
meio ao infiltrado linfo-histiocitario perivascular. Imuno-histo-
quimica (IL-10 - 400X)
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reacional dos DRR revela reacao reversa. De fato,
foram encontrados macréfagos multivacuolados
(células de Virchow) em meio as células epitelidides
apenas no grupo DRR (p<0,05), caracterizando
degradacao prévia. Em relacio ao grupo DTR, a
auséncia de bacilos tipicos, a menor quantidade de
linfécitos T CD8+ e a maior marcacao das células
para a iNOS demonstram reatividade imune mais efi-
ciente em relagao aos nao tratados. Além disso, o fato
de haver, apenas no grupo tratado, correlagio negati-
va entre o nimero de células IL-10+ e a relagdo
CD4:CD8, e de haver tendéncia a diminuicio também
de linfécitos B associada ao aumento do nimero de
células NK, em relagio ao grupo DTR, significa
imunomodulacao. Na auséncia de bacilos viaveis e
presenca de bacilos granulosos, uma proliferacao
bacilar pequena poderia ser contida pela imunidade
celular local; ao expor antigenos intracelulares,
desencadearia resposta Th1, por vezes com hipersen-
sibilidade. No intuito de manter a homeostase, linf6-
citos CD4 reguladores, estimulados pela IL-2 através
do IL-2r (CD25), produziriam IL-10. Caso nao restas-
sem mais bacilos tipicos apds a reacao, haveria desvio
para a imunidade inespecifica, caracterizada pelo
aumento de células NK e redugao do infiltrado espe-
cifico (linfécitos T e B), com reagao autolimitada e
evolucio para a cura.”

CONCLUSOES

a. A presencga de grupamentos de macréfagos
multivacuolados (células de Virchow) em meio as
células epitelidides, em bidpsias de reagao tipo 1, é
indicativa de que esse individuo portador de hanse-
niase dimorfa sofreu prévia degradacao em direcao ao
polo virchoviano.

b. A presenga de bacilos tipicos no interior de
granulomas de padrio DTR em lesao estabelecida é a
marca da resisténcia imune parcial desses individuos,
os quais sao incapazes de destruir e processar todos

os bacilos. E provivel que a permanéncia e progressi-
va proliferacao desses bacilos tipicos, pelas modifica-
¢Oes imunossupressoras que induzem nos granulo-
mas e que resultam no aumento do nimero e exten-
sao das lesdes cutdneas, seja responsavel pela degra-
dacao dos dimorfos no sentido do pélo virchoviano.

¢. Nao ha diferencas morfolégicas consistentes
entre os granulomas DTR e D-RR, sugerindo mecanis-
mos imunes semelhantes para o desenvolvimento das
reacoes tipo 1.

d. Como ja relatado em trabalhos prévios,
demonstrou-se coexisténcia de padroes Thl e
Th2/Th3 nas biopsias de lesdes de pacientes dimorfos
com reagao tipo 1, sugerindo que sempre ha necessi-
dade de resposta moduladora, a qual pode tornar-se
imunossupressora, caso haja a influéncia local da
imunossupressao induzida pelo bacilo.

e. As diferengcas encontradas nos estudos
imuno-histoquimicos, entre os dois grupos estudados,
na populagao celular e no nimero de células imuno-
marcadas para iNOS e 1L-10, sugere que no primeiro
grupo (DTR) a IL-10 teria um papel imunossupressor,
devido a proliferacao progressiva de bacilos integros.
Ja no grupo D-RR, na auséncia de bacilos viaveis, a IL-
10 atuaria como imunomoduladora, desarmando a
imunidade adaptativa e desviando para a resposta
inespecifica. Assim, a reagao tipo 1 em paciente dimor-
fo representa uma manifestacio da imunidade celular,
embora essa possa ocorrer de forma desequilibrada,
gerando destruicdo tecidual, principalmente em ner-
vos. Para a manuten¢ao da homeostase, o organismo
lanca mao dos mecanismos reguladores, como a IL-10.
Havendo bacilos vidveis e incapacidade do sistema
imune de destrui-los, essa tentativa de regulacao acaba
convertendo-se em imunossupressio (DTR). Caso
todos os bacilos sejam mortos, a regulacio faz com
que a resposta adaptativa seja progressivamente subs-
tituida pela resposta inespecifica, autolimitando a rea-
¢ao e evoluindo para a

An Bras Dermatol. 2005;80(Supl3):5268-74.
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