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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Paula Rangel de Sa Ribeiro

O diagnostico precoce da Hanseniase Neural Pura (HNP) representa um grande desafio em
funcdo da auséncia de lesbes de pele e da baciloscopia negativa nos pacientes acometidos. A
HNP se apresenta como uma neuropatia periférica que muitas vezes se inicia de forma
insidiosa e silenciosa, dificultando e atrasando o diagnéstico. Associado a uma apresentacdo
clinica complexa, temos profissionais despreparados e o estigma social que ainda acompanha
a Hanseniase, que contribuem para o diagndstico tardio, o aparecimento de lesGes
incapacitantes e deformidades que tanto acometem esses pacientes. Em fungéo da existéncia
de diversas doencas que também afetam o0s nervos periféricos, torna-se necessario a
realizacdo do diagnostico diferencial a fim de se iniciar o mais réapido possivel o tratamento
com a Poliquimioterapia (PQT) nos pacientes com HNP, interrompendo a cadeia de
transmissao da doenca e minimizando as lesdes neurais. Varios testes complementares ja sao
realizados nos dias de hoje para fins diagnosticos, porém o exame histopatoldgico da amostra
de bidpsia neural ainda possui papel de destaque. A partir da analise histopatoldgica, mesmo
gue minuciosa e realizada por profissionais competentes, muitas vezes ndo se consegue a
confirmacédo do diagndstico, ja que na maioria das vezes as amostras ndo apresentam bacilos
(BAAR") e alguns achados sdo inespecificos. Sendo assim, o presente estudo teve como
objetivo investigar a existéncia de marcadores séricos que possam ser indicativos de HNP e
que estejam correlacionados com as alteracdes histopatoldgicas. Foram selecionadas amostras
de 42 pacientes HNP e 36 pacientes com diagndstico de outras neuropatias ndo hanseniase
(NH), atendidos no Ambulatério Souza Araujo, no periodo de 2004 a 2014. As concentragdes
séricas de TNF, IL-1p, IL-6, IL-10, MCP-1/CCL2 e IP-10/CXCL-10 foram avaliadas por
ELISA. Em conjunto, foi realizada a sorologia para PGL-1 e PCR para presenca de DNA
bacteriano na lesdo neural. A andlise histopatologica demonstrou que a presenca de infiltrado
inflamatdrio endoneural (p=0,001), fibrose endoneural (p=0,001) e granuloma (p=0,002) sdo
encontrados com maior frequéncia na HNP e a remielinizagdo (p=0,001) e a perda de fibras
(p=0,026) na NH. Foi observado um aumento significativo nas concentracfes séricas de
MCP-1/CCL2 e IP-10/CXCL-10 nos pacientes com HN quando comparado aos pacientes
HNP. Dos 42 pacientes com HNP apenas 5 eram PGL-1 positivos e, entre os 30 que
realizaram PCR, 12 eram positivos. N&o foi possivel observar correlagdo entre a sorologia
anti-PGL-1 positiva e a positividade ao PCR com o0s achados histopatoldgicos. Nos pacientes
com HNP foi possivel observar uma correlacdo positiva entre a auséncia de infiltrado e
fibrose endoneural com o aumento da concentracdo sérica de MCP-1/CCL2. Tais achados
sugerem que por se tratar de uma doenca com um padrdo de resposta imune localizado, é
possivel que na HNP a presenca de infiltrado e fibrose endoneural contribua para 0 aumento
de quimiocinas como MCP-1/CCL2 e IP-10/CXCL-10 nas lesdes, o que reduz as
concentragdes séricas desses mediadores nesse grupo.
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITARIA

Paula Rangel de Sa Ribeiro

The early diagnosis of Pure Neural Leprosy (PNL) represents a great challenge due to the
absence of skin lesions and negative smear microscopy in the patients affected. The PNL,
presents as a peripheral neuropathy that often starts insidiously and quietly, hindering and
delaying the diagnosis. Besides having a complex clinical presentation, there are many
unprepared professionals and also the social stigma that still accompanies leprosy, which
contribute to the late diagnosis, the appearance of incapacitating lesions and deformities that
so much affect these patients. Due to the existence of several diseases that also affect the
peripheral nerves, it is necessary to carry out the differential diagnosis in order to start the
Multidrug therapy (MDT) in patients with Pure Neural leprosy (PNL) as soon as possible,
interrupting the transmission chain of the disease and minimizing neural lesions. Several
complementary tests are already performed for diagnostic purposes, but the histopathological
examination of the neural biopsy still has a prominent role. Even with a thorough
histopathological analysis it is often not possible to confirm the diagnosis, since most of the
samples do not present bacilli (BAAR") and some findings are non-specific. Thus, the present
study aimed at investigating the existence of serum markers that may be indicative of PNL
and that are correlated with the histopathological alterations. Blood samples of 42 PNL
patients and 36 NLN (non-leprosy neuropathy) patients seen at the Ambulatério Souza
Araujo, between 2004 and 2014 were selected. The serum concentrations of TNF, IL-14, IL-
6, IL-10, MCP-1/CCL2 e IP-10/CXCL-10 were evaluated by ELISA. Together, serology was
performed for PGL-1 and PCR for the presence of bacterial DNA in the neural lesion.
Histopathological analysis showed that the presence of endoneural inflammatory infiltrates (p
= 0.001), endoneural fibrosis (p = 0.001) and granuloma (p = 0.002) are found more
frequently in PNL and remyelination (p = 0.001) and loss of fibers (p = 0.026) in NLN. A
significant increase in serum concentrations of MCP-1 / CCL2 and IP-10 / CXCL-10 was
observed in patients with other neuropathies when compared to PNL patients. Only 5 out of
42 PNL patients were PGL-1" and 12 out of the 30 who performed PCR were positive. It was
not possible to observe a correlation between anti-PGL-1 positive serology and PCR
positivity with histopathological findings. In PNL patients, it was possible to observe a
positive correlation between the absence of infiltrate and endoneural fibrosis with increasing
serum concentration of MCP-1 / CCL2. These findings suggest that because it is a disease
with a localized immune response pattern, in the PNL the presence of endoneural infiltrate
and fibrosis may contribute to the increase of chemokines such as MCP-1 / CCL2 and IP-10 /
CXCL-10 in the lesions, which reduces the serum concentrations of these mediators in this

group.
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1.

INTRODUCAO

1.1. A Hanseniase

A Hanseniase ¢ uma doenca infectocontagiosa de carater cronico e evolugdo
lenta causada por Mycobacterium leprae (M. leprae), parasito intracelular obrigatorio
que afeta principalmente os nervos periféricos e a pele (MENDONCA et al., 2008). E
conhecida por apresentar areas na pele com perda de sensibilidade e é considerada a
principal causa de neuropatia periférica em paises endémicos (VITAL et al., 2012).

Mesmo tendo sido o primeiro patdgeno bacteriano identificado no homem
(HANSEN, 1874), ainda ndo se conhece todo o processo relacionado ao
estabelecimento da infeccdo pelo M. leprae e 0os mecanismos de imunopatogénese. Tal
fato se deve a limitacdo do estudo em modelos experimentais, uma vez que M. leprae
ndo é cultivavel in vitro. As tentativas de cultivar o M. leprae em meios de cultura
permanecem frustradas até o0 momento, mas sua multiplicacdo é possivel por meio do
modelo de inoculagdo no coxim plantar de camundongos (SHEPARD, 1962) ou no tatu
(RAVISSE et al., 1984). Apos a purificacdo, os bacilos podem ser usados em pesquisa,
Vivos por até uma semana ou letalmente irradiados (KIRCHHEIMER; STORRS, 1971).

O M. leprae parasita predominantemente macréfagos na pele e células de
Schwann (CS) no nervo periférico e pode ser observado individualmente ou agrupado,
formando “globias” em arranjos paralelos (HUSSAIN, 2007). E um bacilo Gram-
positivo que se cora fracamente pelo Gram em funcéo da grande quantidade de lipidios
em sua parede, sendo considerado um bacilo &lcool-acido resistente (BAAR) quando
submetido a coloracdo de Ziehel-Neelsen. O bacilo se multiplica preferencialmente em
temperaturas mais baixas, o que influencia na localizacdo das lesdes em areas mais frias
do corpo (SCOLLARD et al., 2006). Entretanto, sua disseminacao para outros tecidos
pode ocorrer nas formas mais graves da doenca, onde M. leprae pode crescer em locais
que apresentem a temperatura corporal elevada, tais como figado, olhos, testiculos, baco
e linfonodos (BERNARD; VASQUEZ, 1973).

O periodo de incubacdo de M. leprae é em média de dois a sete anos, com
multiplicacdo por meio de divisdo binaria a cada 20 ou 30 dias (RAMBUKKANA,
2004).

A parede celular de M. leprae possui estrutura quimica semelhante a de outras

micobactérias. Compartilha caracteristicas como a abundancia de lipidios na forma de



acidos micdlicos e lipoarabinomanana (LAM) em seu envelope celular (HUNTER;
BRENNAN, 1981); apresenta mais externamente glicolipideos, com destaque para o
glicolipideo fenolico-1 (PGL-1) que contém um grupo fendlico glicosilado associado a
um trissacarideo especifico e caracteristico do em M. leprae (REES; YONG, 1994)
(Figural).

Parede
Celular

Folheto exterior

da bicamada ]
[ | Zona elétron-
transparente
i LAM |
Parede
Celular Arabinana
Zona elétron-
densa
Galactana
L Peptideoglicanos -

Membrana
Plasmatica

- ar—r

Figura 1: Representacdo esquematica da parede celular de M leprae. Modelo esquematico no envelope celular de

M leprae. A membrana plasméatica é coberta por uma parece celular feita de peptideoglicana covalentemente ligada a
galactana por uma unidade de arabinogalactana. Trés cadeias de arabinana sdo ligadas a galactana. Os acidos
micolicos estdo ligados a regido terminal das cadeias arabinana para formar a camada interna de uma bicamada
pseudo-lipidica. A camada externa é formada por acidos micdlicos de monomicolatos de trealose (TMM) e acidos
micocerosoéicos de dimicocerosatos de fitiocerol (PDIMs) e PGL, como mostrado. Uma cépsula composta de PGLs e
outras moléculas como PDIMs, manosideos fosfatidilinositol, e fosfolipideos circundam a bactéria. As lipoglicanas
como manosideos de fosfatidilinositol, lipomanana (LM), e lipoarabinomanana (LAM), conhecidos por estarem
ancorados na membrana plasmatica, sdo também demonstrados (Fonte: Adaptado de VISSA & BRENNAN, 2001).
O antigeno PGL-1 é o dominio lipidico que estad associado a especificidade
imunologica de M. leprae. Esté envolvido na interacdo com o dominio globular (G) da
cadeia alfa-2 laminina presente na lamina basal da CS, o que permite a entrada do bacilo
no sistema nervoso periférico e determina a sua predilecdo por esta célula neural

(RAMBUKKANA, 2000).

A descoberta da especificidade (HUNTER; BRENNAN, 1981) de PGL-1 para

M. leprae e de sua antigenicidade, sendo capaz de induzir altos titulos de anticorpos



(Ac), representou um grande avango nas pesquisas em Hanseniase (PAYNE et al.,
1982).

A conclusdo do sequenciamento gendmico do M. leprae foi um marco nos
estudos referentes a este bacilo (COLE et al., 2001). Ficou evidenciada uma grande
perda de genes funcionais quando comparado ao genoma de M. tuberculosis (COLE et
al., 1998). Somente 49% do genoma de M. leprae contém genes que codificam
proteinas. Acredita-se que a perda macica de genes e as mutacdes em genes associados
as vias metabdlicas sejam a causa do insucesso no cultivo do bacilo, assim como
poderiam explicar o seu crescimento lento (VISSA; BRENNAM, 2001). Tal evolucdo
redutiva severa ocasionou a eliminacao de varios caminhos metabdlicos, inclusive genes
da cadeia respiratoria, de sistemas regulatorios e catabélicos e houve a manutencédo de
genes bem especificos para a sobrevivéncia do M. leprae (COLE et al., 2001). E
provavel que o ambiente intracelular extremamente estavel, rico em substratos dentro de
um nicho especializado de macréfagos e CS tenha favorecido essa adaptagdo do M.
leprae (WILLIAMS et al., 2007).

O mecanismo de transmissdo do M. leprae ainda ndo esta totalmente esclarecido,
mas acredita-se que a principal rota de transmissdo seja o trato respiratério
(SCOLLARD et al., 2006). O contagio ocorre por contato pessoa a pessoa, convivio
proximo entre doentes multibacilares (MB) sem tratamento com os individuos
susceptiveis. Ja esta estabelecido e aceito que a principal fonte de infeccdo sdo os
pacientes multibacilares (MOURA et al., 2008).

Estudos isolados sugerem fortemente que a transmissdo ocorra também por
trauma, casos zoonoticos por contato com tatus (BRATSCHI et al., 2015) e

reservatorios ambientais, como fontes de agua e cistos de ameba (WHEAT et al., 2014).

O M. leprae apresenta alta infectividade e baixa patogenicidade. Estima-se que
aproximadamente 95% dos individuos expostos sejam resistentes e capazes de montar
uma resposta imunoldgica inata eficaz impedindo o estabelecimento da doenca
(SCOLLARD et al., 2006). Entretanto, nos individuos susceptiveis, a doenca ira evoluir
para uma das formas do espectro de apresentacdes clinicas da Hanseniase, dependendo
de fatores como sexo, idade, susceptibilidade genética, associados também a fatores
referentes as coletividades, como as condi¢cBes geograficas e socioecondémicas
(TALHARI et al., 2014).



1.2. Formas clinicas da Hanseniase

A Hanseniase se caracteriza por ser uma doenca espectral onde as diferentes
formas clinicas apresentadas estdo relacionadas com a resposta imune especifica do
individuo frente ao M. leprae (SCOLLARD, 2008).

Ridley & Jopling (1966) desenvolveram uma classificagdo que se baseia na
apresentacdo clinica, em combinagdo com os achados bacteriologicos, histopatoldgicos
e imunoldgicos, permitindo a caracterizacdo de cinco formas clinicas: dois grupos
polares opostos que sdo estaveis, tuberculoide polar (TT) e lepromatoso polar (LL) e as
formas ditas intermediarias, “borderline” tuberculoide (BT), “borderline borderline”
(BB) e “borderline” lepromatosa (BL), que se caracterizam por apresentar uma resposta
imune instavel com uma reducdo progressiva da resposta imune celular a medida que se
aproximam do polo lepromatoso. Uma sexta classificacdo, a Hanseniase indeterminada
(I) tambem foi descrita e pode ser considerada uma manifestacdo inicial da Hanseniase
onde ainda ndo se consegue obter uma classificacdo especifica ja que a resposta do
hospedeiro esta insuficientemente diferenciada (MARIA; GOULART; GERAIS, 2014)
(Figura 2).

O diagnostico clinico da Hanseniase, segundo a classificacdo operacional da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), baseia-se no nimero de lesdes de pele, onde até
cinco lesBes € considerado paucibacilar (PB) e, com seis ou mais lesdes é classificado
como multibacilar (MB) (WHO, 1982). De acordo com essa classificacdo, quando
disponivel, recomenda-se a baciloscopia de pele como exame complementar
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Durante o curso natural da doenca, os pacientes podem sofrer os chamados
estados reacionais, que sdo episodios de inflamacdo aguda ou subaguda com
comprometimento neuroldgico, cutdneo ou sistémico, associados com mudanc¢as na
resposta imunoldgica que irdo variar em cada caso e, dependendo do tipo de reacédo.
Esses episodios podem se manifestar durante o tratamento e até mesmo apds o seu
término, quando o paciente é considerado curado bacteriologicamente (SARNO;
SAMPAIO, 1996). Os episodios reacionais sdo classificados como Reacéo tipo 1 ou
reacao reversa (RR) e Reacdo do Tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (ENH). A neurite
também pode ser considerada um tipo de episddio reacional, podendo ocorrer de forma
isolada ou no contexto da RR ou ENH (ANDRADE et al., 2015). A RR caracteriza-se

pelo aparecimento de novas lesdes dermatologicas (manchas ou placas), infiltracéo,



alteracdes de cor e edema nas lesdes antigas. A Reacdo Tipo 2, caracteriza-se pelo
aparecimento de nédulos subcutaneos dolorosos, acompanhados ou ndo de febre, dores
articulares e mal-estar generalizado. Em ambos 0s casos podem ocorrer ou nao,
espessamento e dor em nervos periféricos (neurite) (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

TT BT BB BL LL
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Figura 2: Classificagdo de Ridley e Jopling para as diferentes formas clinicas da Hanseniase.
TT: tuberculoide tuberculoide; BT: borderline tuberculoide; BB: borderline borderline; BL: borderline lepromatoso;
LL: lepromatoso; ENL: eritema nodoso lepromatoso. Fonte: LOCKWOOD; SAUNDERSON, 2012.

Independente da forma clinica, os pacientes podem apresentar neuropatias em
qualquer estagio da doenca. A neuropatia frequentemente progride de forma silenciosa,
0 que impossibilita de forma contundente o diagndstico precoce e a prevencao dos
danos permanentes e incapacitantes da Hanseniase (MONTAGNA et al, 2005).

Existe ainda, um subgrupo a parte, a Hanseniase Neural Pura (HNP), que é
caracterizada por apresentar exclusivamente neuropatia periférica sem alteracGes
dermatoldgicas (JARDIM et al., 2003). Como nédo ha a lesdo de pele, sinal cardinal da
Hanseniase e a baciloscopia é negativa, existe uma grande dificuldade na identificacéo
da doenca (GARBINO et al., 2013). Os critérios utilizados de modo complementar a
clinica no diagnostico da HNP sdo os achados imunoldgicos e histopatologicos, que
demandam uma longa investigacdo, bem como os achados dos Estudos de Condugéo

Nervosa (ECN), porém sdo poucos 0s locais com esta instrumentagdo biomédica



disponivel (GARBINO et al., 2011; JARDIM et al., 2005). A eletroneuromiografia além
de avaliar a distribuicdo da neuropatia, também auxilia na escolha do nervo e local a ser
biopsiado (GARBINO et al., 2004).

1.3. Epidemiologia e Tratamento

A Hanseniase ainda é considerada um problema de salde publica em paises em
desenvolvimento. A doenga e as deformidades visiveis a ela associadas sao
responsaveis pelo grande estigma social e pela discriminacdo contra 0s pacientes e suas
familias (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

O diagndstico precoce e inicio imediato do tratamento com a Poliquimioterapia
(PQT) dos casos de Hanseniase representam a estratégia basica no controle da doenca.
Em abril de 2016, a OMS langou “5 anos de estratégia global para eliminacdo da
Hanseniase” tendo como meta principal a reducdo da carga da doenga a ser alcancada
em 2020, baseada em trés pilares: fortalecimento do controle e parceria governamental,
reducdo a zero de novos casos de deformidades fisicas visiveis e permanentes,
conhecidas como incapacidades fisicas grau 2 (IFG2) e zero paises com legislacdo ativa
que permita discriminacdo e a promoc¢do da inclusdo social dos individuos acometidos
pela Hanseniase (WHO, 2017).

Classifica-se 0 caso de Hanseniase como incapacidade fisica grau 0, quando a
forca muscular e a sensibilidade desses segmentos estdo preservadas; grau 1, quando ha
diminuicdo da forca muscular e/ou diminuicdo de sensibilidade; e grau 2, quando ha
deformidade visivel nas méaos e/ou pés e/ou olhos (Ministério da Saude, 2016). Em
2016, 143 paises de todas as regides da OMS preencheram os relatorios, obtendo-se a
informagao de que 171.948 casos foram registrados em tratamento com a PQT com uma
taxa de prevaléncia global de 0.23 por 10 mil habitantes. Essa taxa foi um pouco menor
do que a de 2015, onde foram registrados 176.176 casos com uma taxa de prevaléncia
de 0.27 por 10 mil habitantes. Entretanto, em 2017 foram registrados 192.713 casos em
tratamento, representando uma taxa de prevaléncia de 0,25 a cada 10.000 habitantes, um
aumento de 20.713 casos em relacdo a 2016 (WHO, 2018). Durante esse mesmo
periodo foram notificados 210.671 novos casos, contabilizando uma taxa de detecgdo de

2,77 casos a cada 100.000 habitantes no mundo.



Apesar da distribuicdo dos novos casos ser bastante heterogénea, como mostra a
Figura 3, o Brasil, a India e a Indonésia continuam sendo 0s paises com o maior niimero
de ocorréncias notificadas (WHO, 2018).
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Figura 3: Mapa da distribuicao geografica dos novos casos de Hanseniase no ano de 2017. Fonte: Adaptado de
WHO, 2018.

No Brasil, em 2016, foram notificados 25.218 casos novos, perfazendo uma taxa
de deteccdo de 12,2 por 100 mil habitantes. Esses parametros classificam o pais como
de alta carga para a doenca, sendo o segundo com o maior nimero de casos Novos
registrados no mundo (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Segundo analises do Boletim
epidemiolégico de 2018, no periodo de 2012- 2016 a taxa de detec¢do no Brasil foi
maior no sexo masculino (55,6% do total) em todas as faixas etarias, assim como 0s
homens também representaram o maior numero de casos MB e maior nimero dos que
apresentaram IFG2. Todos esses dados relatados no Brasil ressaltam a importancia de se
realizar um planejamento de atividades focado principalmente nos aspectos
relacionados a educacéo em salde, sobretudo na abordagem do autocuidado (NICKEL;
SCHNEIDER; TRAEBERT, 2014).

De acordo com estudos indianos, a prevaléncia da HNP varia entre 4-18% de
todas as formas clinicas da Hanseniase (SHARMA, 2008). Essa proporcdo ira variar de

acordo com a populagdo estudada. Estudos no Brasil evidenciaram uma taxa que variou



entre 5,5-22,1% (JARDIM et al., 2003; GARBINO et al., 2011; GARBINO et al., 2013;
SANTOS et al., 2017).

A introducdo da PQT, uma combinacdo de rifampicina, clofazimina e dapsona
em meados de 1980 resultou em uma redugdo significativa na prevaléncia global da
Hanseniase de 5,4 milhdes de individuos para milhares em 2015 (WHO, 2016).

O tratamento deve ser iniciado ja na primeira consulta, apds a definicdo do
diagndstico, nos casos que ndo tenham contraindicacbes, como alergia a sulfa e a
rifampicina  (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Para pacientes PB, somente
rifampicina (600 mg, uma dose supervisionada por més) e dapsona (100 mg por dia, em
casa) sdo empregados por um periodo de seis meses. Caso a dapsona precise ser
suspensa, devera ser substituida pela clofazimina 50 mg por dia, e 0 paciente tomara
também 300 mg da mesma uma vez por més na dose supervisionada. Para pacientes
MB, cujo tratamento dura um ano, serdo utilizados uma dose mensal supervisionada de
600 mg de rifampicina, 100 mg de dapsona e de 300 mg de clofazimina. Em casa, 0
paciente tomara 100 mg de dapsona e 50 mg de clofazimina diariamente. Caso a
dapsona precise ser suspensa, devera ser substituida pela ofloxacina 400 mg (na dose
supervisionada e diariamente) ou pela minociclina 100 mg (na dose supervisionada e
diariamente) (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Pacientes que desenvolvem os estados reacionais necessitam de diagndstico e
tratamento precoce, pois constituem a maior causa de lesGes nervosas periféricas e
aumento das incapacidades. Nos pacientes com a reacdo tipo 1 utiliza-se prednisona,
1mg/kg/dia via oral (pela manhd, no café da manhd) ou dexametasona 0,15 mg/kg/dia
em casos de doentes hipertensos ou cardiopatas. Deve-se associar antidepressivo
triciclico em dose baixa (amitriptilina, 25 mg por dia), associado a clorpromazina 5
gotas (5 mg) duas vezes ao dia, ou a carbamazepina, 200 a 400 mg por dia nos casos de
dor neural. Nos pacientes que desenvolvem a reacdo tipo 2 utiliza-se a talidomida, 100 a
400 mg/dia via oral (de preferéncia a noite, pela possibilidade de sonoléncia), de acordo
com a gravidade do caso. Como alternativa, para mulheres em idade fértil ou em
pacientes com contraindicacbes a talidomida, pode-se utilizar a pentoxifilina na
dosagem de 400 mg trés vezes ao dia, ou anti-inflamatérios ndo hormonais. E indicado
associar prednisona 1 mg/kg/dia via oral pela manh& quando houver comprometimento
dos nervos, de outros 6rgdos como testiculos, olhos e se houver ulceragdes extensas da

pele. No caso de necessidade de associar talidomida e corticoides, deve-se fazer o uso



profilatico de &cido acetilsalicilico para se evitar tromboembolismo (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

Para os individuos que desenvolvem a HNP ainda ndo existe um protocolo de
tratamento estabelecido pela OMS baseado no nimero de nervos acometidos (HANDA,
DOGRA, 2003). Entretanto, muitos especialistas classificam a HNP como PB para fins
terapéuticos, ja que todos sdo BAAR negativos no esfregaco cutaneo e a grande maioria
apresenta reacdo de Mitsuda positiva (RAO; SUNEETHA, 2016). Essa € a conduta
preconizada no Ambulatério Souza Araujo (ASA) assim como também foi a
recomendacio do Programa de Erradicacdo Nacional da Hanseniase (PENH) da india

em 1987, que inseria a HNP no grupo PB.

O teste de Mitsuda consiste na inoculacdo intradérmica de uma solucdo de
bacilos de M. leprae mortos pelo calor, e quatro semanas ap0és, € realizada a leitura onde
0 aparecimento de uma lesdo papulo-nodular > 5 mm confere positividade ao teste, 0
que representa na histologia um padrdo de resposta granulomatosa caracteristica da
forma tuberculoide da Hanseniase (MITSUDA, 1953; PROJETO DIRETRIZES, 2011).
A maioria da populacdo em &rea endémica apresenta positividade no teste de Mitsuda,
qguando infectada pelo M. leprae, e pode evoluir para as formas PB, ndo transmissivel
(RIDLEY; JOPLING, 1966). Segundo dados coletados para o Projeto de Diretrizes de
2011, o teste de Mitsuda podera ser til e colaborar na classificacdo do paciente com
HNP em PB ou MB, quando analisado em conjunto com os dados clinicos, soroldgicos

e histolégicos.

Sabe-se que em alguns casos a amostra neural pode apresentar caracteristicas das
formas borderline ou lepromatosa contendo bacilos ou até mesmo ndo apresentar
anormalidades no exame histopatologico. Além disso, nem sempre € viavel a realizacédo
da biopsia. Baseado nesses aspectos e de acordo com o guia atual do PENH da india e
do Projeto Diretrizes de 2011 em HNP, quando ndo se tem acesso ao exame
histopatologico da amostra de biopsia neural ou o exame ndo apresenta anormalidades,
recomenda-se utilizar o numero de nervos acometidos, onde somente um nervo
acometido é considerado PB e mais de um nervo acometido é considerado MB, como
critério clinico em conjunto com os achados imunologicos na classificacdo da HNP e
assim definir o tratamento de PQT para cada forma. O tratamento da HNP pode ser
realizado com o esquema MB caso sejam encontrados bacilos na bidpsia de nervo ou

caso o teste Mitsuda seja negativo. Caso o0 BAAR seja negativo e seja observada a



presenca de resposta imune do tipo celular, pelo teste de Mitsuda, deve-se tratar os
pacientes com o esquema PB (GARBINO et al., 2011). O tratamento da HNP requer a
PQT acompanhada por uma dose adequada de corticoesteroides sistémicos tanto nos
casos de neurite silenciosa como neurite aguda (RAO; SUNEETHA, 2016).

Mesmo apds o término do tratamento, é necessario que os pacientes tenham
acompanhamento regular tendo em vista o risco de desenvolvimento tardio dos
episédios reacionais e, consequentemente, déficit neurolégico permanente
(SCOLLARD, 2008).

1.4. Resposta Imune na Hanseniase

As diferentes formas clinicas da Hanseniase sdo determinadas pela resposta
imune frente ao M. leprae, onde o predominio da imunidade mediada por células esta
relacionado com a forma clinica tuberculoide, localizada e mais branda e a sua auséncia
com a forma clinica mais grave, lepromatosa e disseminada (MENDONCA et al.,
2008). A polarizacdo da resposta imune € importante tanto na patogénese como na
determinacdo das manifestacdes clinicas na Hanseniase (FONSECA et al., 2017). Nos
pacientes PB (TT e BT) h& o predominio da imunidade celular com vigorosa resposta
Thl ao M. leprae, com predominio de linfocitos T CD4" secretores de IFN-y, IL-2, IL-
15 e fator de necrose tumoral (TNF), com formacdo de granulomas bem definidos e
eliminacdo dos bacilos, apresentando uma resposta humoral reduzida (BHAT;
PRAKASH, 2012; SALGAME et al., 1992). Em contraste, os pacientes LL apresentam
um perfil predominante de citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) sugerindo susceptibilidade
a doenca (YAMAMURA et al., 1991). Ha ativacdo de células T reguladoras (T regs),
producdo significativa de anticorpos, mas que ndo conferem protecdo, acarretando na
proliferacdo e disseminacdo de M. leprae. Em comparacdo com pacientes TT, as lesfes
sdo deficientes de linfécitos T CD4" porém apresentam numerosas células T CD8" e
macrofagos espumosos (macréfagos carregados de lipideos) (SALGAME et al., 1992;
YAMAMURA et al., 1991; YAMAMURA et al., 1992). A citocina IL-10 apresenta
correlagdo positiva como o indice baciloscopico (IB) e é detectada em altas
concentracgdes seéricas em pacientes LL (MOUBASHER et al., 1998).

Estudos anteriores j& demonstraram que a imunidade inata, pela ativacdo de

receptores do tipo Toll (TLR), desempenha grande influéncia na resposta imune
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adquirida e como consequéncia na diversidade de apresentacdes clinicas. O M. leprae
ativa predominantemente o heterodimero TLR 2/1 expresso em macrofagos de pele,
ocasionando a ativacgéo celular, iniciando a eliminagdo do bacilo (JARDIM et al, 2007;
KRUTZIK et al., 2003; KRUTZIK et al., 2005; MAEDA et al., 2005). Os TLR 2 e 4
reconhecem o bacilo, ativam monocitos e liberam IL-12, que induz a producdo de
citocinas inflamatdrias e eliminacéo dos bacilos (BOCHUD; HAUM; ADEREM, 2003;
KRUTZIK et al., 2003; KANG et al., 2002). Ja foi descrita a diminui¢do da expressao
de TLR 2 nos monacitos pela a¢do de IL-4 na forma LL (BRIGHTBILL et al., 1999).
As CS também expressam TLR2 e a sua ativacdo contribui para o dano neural na
hanseniase (OLIVEIRA et al., 2003).

Além das respostas Thl e Th2, outras subpopulacdes de linfocitos T tém sido
identificadas desempenhando papel importante na resposta imune ao M. leprae. Foi
demonstrado que células Th17 sdo encontradas com maior frequéncia em pacientes TT
e BT quando comparados com os pacientes BL e LL e essas células estimulam a
producdo de IFNy ¢ inibem a producao de IL-10 pelas células T regs (SADHU et al.,
2016), o que sugere uma acao protetora das células Th17 contra M. leprae (Salgame et
al., 1992). As células Th1l7 produtoras de citocinas IL-17, IL-21 e IL-22 ativam
macréfagos, levam a inflamac&o e destruicdo tecidual, recrutam neutréfilos e aumentam
a ativacdo de células Th1l efetoras. Em contraste, as células Tregs FoxP3* produtoras de
TGF-B podem suprimir a fung¢ao das células T efetoras e estdo aumentadas em pacientes
LL, o que sugere estar relacionado a anergia associada a essa apresentacdo clinica da
hanseniase (SADHU et al., 2016).

Nas formas intermediarias (BT, BB e BL) a resposta imune é instavel e esta se
apresenta com uma reducdo progressiva na imunidade celular a medida que migra para
0 polo lepromatoso (RIDLEY & JOPLING, 1996).

A avaliacdo de mediadores plasmaticos em pacientes com episddios reacionais
hansénicos demonstrou que tanto IL-6 como CXCL-10 estdo associados com a
ocorréncia de RR sendo considerados marcadores sistémicos promissores da RR
(STEFANI et al.,, 2009). Outro estudo publicado recentemente demonstrou que
pacientes MB que desenvolveram um quadro de RR tiveram um aumento significativo
da concentracdo sérica de IL-1B quando comparados a pacientes que ndo tiveram
reacdo, sugerindo que o padrdo de resposta imune inata possa predizer a ocorréncia do
episadio reacional (BARBOSA et al., 2018).
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1.5. Hanseniase Neural Pura

A HNP, também conhecida como hanseniase neuritica pura, foi primeiramente
reconhecida e incluida em uma classificacdo oficial pela Associacdo Indiana de
Leprologistas (AIL) em 1955 e era chamada de hanseniase polineuritica. Em 1982 a
AIL alterou o nome para forma neuritica pura da Hanseniase pelo fato do termo poli ser
referente ao numero de nervos (RAO; SUNEETHA, 2016). Essa forma clinica € mais
comum no subcontinente indiano comparado a outros paises no mundo (PRASAD,
2005). Varios outros nomes tém sido usados como sinénimos, por exemplo, Hanseniase
neural, neuritica, neural pura, neural primaria, neuritica primaria, neural puramente ou
ainda polineuritica (MAHAJAN; JOGAIKAR; MEHTA, 1996).

A HNP ¢ caracterizada pela auséncia de lesGes na pele e baciloscopia negativa
apresentando hipoestesia, déficit motor e autondmico, espessamento neural e presenca

ou ndo de dor como sintomas clinicos comumente encontrados (JARDIM et al., 2005).

Jardim e colaboradores (2003) estabeleceram critérios gerais na determinacao da
HNP a partir da interpretacdo de achados clinicos, epidemioldgicos em conjunto com a
eletroneuromiografia, testes laboratoriais e achados histopatoldgicos de bidpsias
neurais. Os testes utilizados no diagnostico da HNP buscam a demonstracdo direta
através da presenca do bacilo nas amostras de bidpsias, indireta (via testes soroldgicos)
ou ainda a ocorréncia de possiveis biomarcadores que surgem decorrentes das alteracdes
de resposta inflamatéria (RODRIGUES; LOCKWOOD, 2011).

Na suspeita de HNP, a realizacdo da bidpsia de pele de areas hipoestésicas pode
auxiliar o diagndstico (MENICUCCI et al., 2005) assim como nas &reas proximas ao
nervo acometido no caso de ndo terem sido detectadas areas de hipoestesia cutanea
(SUNEETHA et al., 2000). A confirmacéo inequivoca do diagnéstico de HNP requer a
demonstracdo do BAAR na amostra de qualquer nervo sensitivo acometido (ANTUNES
et al., 2012). Baseado em estudos anteriores, a frequéncia que o bacilo é identificado
varia de 12,5% (Jardim et al., 2003) a 33% (Garbino, 2004). Na auséncia do bacilo, as
alteracdes histopatologicas sugestivas de Hanseniase como infiltrado inflamatorio,
presenca de granuloma, fibrose, entre outras, juntamente com a deteccdo do DNA de M.
leprae através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e/ou elevados niveis séricos

de anticorpos IgM anti- PGL-1 irdo direcionar o clinico para um diagndstico provavel
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ou possivel (JARDIM et al., 2005). Estudos anteriores confirmam a alta sensibilidade e
especificidade do teste de identificagdo do DNA de M. leprae via PCR (JARDIM et al.,
2003). A PCR tem valor especial em situacdes de dificil diagndstico como nos casos de
HNP, PB e pacientes com apresentacfes clinicas atipicas, porém com caracteristicas
histopatoldgicas caracteristicas de Hanseniase (MARTINEZ et al., 2014). Tais testes
complementares buscam aumentar a precisdo diagnostica da HNP e terdo utilidade num

contexto clinico altamente sugestivo numa &rea endémica (ANTUNES et al., 2012).

Em pacientes com suspeita de HNP é recomendado que a eletroneuromiografia
seja realizada no momento da avaliacdo diagnostica para definicdo do quadro da
neuropatia e para o auxilio da escolha do nervo que sera biopsiado (GARBINO et al.,
2011). A biopsia do nervo deve ser realizada exclusivamente em nervos sensitivos ou
ramos sensitivos de nervos mistos (GARBINO et al., 2011). Este teste complementar é
muito importante para o diagnéstico precoce da HNP uma vez que um grande
percentual de contatos domiciliares é diagnosticado com essa forma clinica e estes nem
sempre apresentam espessamento neural e outros sinais de neuropatia (SANTOS et al.,
2017).

Em areas endémicas, mesmo que o0s achados histopatologicos sejam
inconclusivos e que o PCR para M. leprae seja negativo, quando se tem uma suspeita
inicial de neuropatia periféria confirmada com a eletroneuromiografia e o paciente
apresenta soropositividade ao PGL-1, o paciente é diagnosticado com a HNP e sera
tratado. Vale ressaltar que um resultado negativo para PGL-1 ndo exclui a possibilidade
do paciente apresenar HNP (JARDIM et al., 2005).

As incapacidades fisicas na Hanseniase sdo importantes sinalizadores do
diagnostico tardio e manifestam-se por perda de sensibilidade protetora, diminuicdo da
forca muscular e/ou surgimento de deformidades visiveis. Ocorrem nas maos e/ou nos
pés e/ou nos olhos. A deteccdo de IFG2 durante o diagndstico da HNP reforca a
complexidade dessa forma clinica, levando a demora ao tratamento, onde o dano neural
€ muito mais agressivo que o dano observado em outras formas clinicas da Hanseniase
(SANTOS et al., 2017).
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1.6. Patogénese do dano neural

A Neuropatia causada por M. leprae é considerada a neuropatia periférica de
origem infecciosa mais comum no mundo, representando ainda um problema grave de
salde publica devido ao grande potencial incapacitante, discriminagdo social e estigma
associados a Hanseniase (YAWALKAR, 2002).

Uma neuropatia “silenciosa”, insidiosa, progressiva e lenta pode ocorrer nos
pacientes em todas as formas clinicas da Hanseniase (SCOLLAR; TRUMAN;
EBENEZER, 2015). A progressdo da lesdo nervosa pode ocorrer mesmo ap0s O
tratamento com a PQT e a cura bacteriana clinica ser estabelecida (WILDER-SMITH;
VAN BRAKEL, 2008). Resultados dos estudos de Ng e colaboradores, (2000) sugerem
que M. leprae mesmo morto e 0 PGL-1 tém a capacidade de acarretar efeitos profundos
na CS, o que levaria a continua ativacdo e desregulacdo das delicadas fungdes neurais
pela retencdo da bactéria morta e restos de sua parede celular nos tecidos neurais apos
efetiva PQT. Logo, o desenvolvimento de estratégias terapéuticas com o intuito de se
interromper a interagdo M. leprae-CS sdo importantes, tanto na prevengdo como na
continuidade do dano neural (RAMBUKKANA et al., 1997).

A atrofia axonal tem sido descrita nas lesbes neurais na Hanseniase e foi
observada num estudo em camundongos (SCOLLARD et al., 2015). A hipofosforilagéo
das proteinas neurofilamentares nos nervos ciaticos ndo infectados dos camundongos
inoculados com M. leprae no coxim plantar, sugerem que alteracdes bioquimicas
ocorram precocemente e anteriormente as alteracBes estruturais nas fibras mielinicas
(SCOLLARD et al., 2015).

A infeccdo lenta e prolongada do nervo periférico pelo M. leprae aparenta ser
determinante para que a destruicdo neural ocorra. Porém, mesmo ap6s o término do
tratamento com PQT hé& evolucdo da lesdo nervosa acarretando fibrose severa,
sugerindo que células fibrogénicas deem continuidade ao processo de fibrose resultando
em deformidades e paralisias incapacitantes responsaveis pelo grande estigma que
envolve a doenca (PETITO et al., 2013).

A fibrose tem sido descrita em 60% das bidpsias neurais de pacientes hansénicos
(CHIMELLI et al., 1997) e a principal célula envolvida no reparo fibrogénico continua
sendo objeto de pesquisa. Ja é amplamente aceito que os miofibroblastos alfa-actina de

musculo liso (a-SMA) positivas tém posicdo de destaque no processo fibrogénico,

14



atuando como celulas com atividades pro-inflamatorias, assim como produtoras de

colageno.

No estudo realizado por Petito e colaboradores (2013), a presenca de células a-
SMA positivas e de “stress fibers”(feixes de actina contratil) em culturas de linhagens
de CS estimuladas com M. leprae e/ou TGF-B1 sugeriu a ocorréncia de
transdiferenciacdo da CS em miofibroblasto sob o estimulo de TGF-B1, o que poderia

ser um dos mecanismos envolvidos na fibrose neural na Hanseniase.

A barreira hematoneural propicia que 0s nervos sejam sitios protegidos da
atuacdo do sistema imune. Quando lesionados ou a partir da infeccdo por M. leprae,
essa barreira pode ser quebrada (RAO; SUNEETHA, 2016). Evidéncias clinicas e
histopatoldgicas ja demonstraram que as CS sdo o principal alvo do M. leprae
(MUKHERJEE; ANTIA, 1986). A presenca de M. leprae dentro das CS provocam,
inicialmente, uma resposta inflamatdria leve, porém, apds poucos meses a anos 0S
produtos antigénicos de M. leprae disparam o reconhecimento e a resposta imune
(RAO; SUNEETHA, 2016).

Apesar do M. leprae ser capaz de infectar tanto CS mielinicas como amielinicas,
as CS amielinicas apresentam maior susceptibilidade frente ao bacilo, funcionando
como o ambiente ideal tanto para a proliferacdo do bacilo como também para sua
protecdo contra a resposta imune do hospedeiro (RAMBUKKANA et al., 2002). A CS ¢é
incapaz de destruir o bacilo que reside no interior da célula e o acesso de agentes
terapéuticos é limitado devido a barreira hematoneural, o que possibilita um
microambiente favordvel ao M. leprae em termos de sobrevivéncia e proliferacdo
(RAMBUKKANA; SALZER; YURCHENCO; TUOMANEN, 1997). Foi demonstrado
que as CS adultas apds invasdo de M. leprae sdo reprogramadas em células tronco-
progenitoras, fornecendo condicGes mais favoraveis a permanéncia do bacilo na célula,
assim como sua disseminacdo e colonizacao de outras células e tecidos (MASAKI et al.,
2013).

Ainda ndo ha uma opinido em comum se o dano neural causado na Hanseniase
ocorra como resultado da entrada de M. leprae na CS ou em funcdo do infiltrado
inflamatorio (Pinheiro et al.,, 2018). Em pacientes TT, o dano neural apresenta
correlagdo positiva com IFNy (RIENECK et al., 1993). A subpopulagdo Th1l ativada e a
robusta resposta imune celular contribuem para a formacdo de granulomas e necrose

caseosa, podendo culminar com a total destruicdo do nervo (SCOLLARD, 2006). Em
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contrapartida, os pacientes LL apresentam resposta Th2 e sugere-se que a neuropatia

esteja diretamente relacionada com a infecc¢éo por M. leprae (FONSECA et al., 2017).

De acordo com Medeiros e colaboradores (2015), ha indicios que o
comprometimento neural possa ocorrer primariamente com a entrada de M. leprae no
compartimento do nervo, de forma assintomatica, com posterior deteccdo de M. leprae
pelo sistema imunoldgico, ocasionando um processo inflamatorio exacerbado e, como
consequéncia, o dano neural. Em modelo experimental de dano neural na hanseniase foi
observado aumento de metaloproteinases de matriz (MMPsS) que parecem ser
produzidas por macréfagos e CS. Os niveis mais altos de expressdo de mMRNA MMP-2 e
MMP-9 foram encontrados em nervos de pacientes com inflamacdo endoneural
(OLIVEIRA et al., 2010). Sugere-se que as MMPs estejam envolvidas na alteracdo da
permeabilidade da barreira hematoneural, na desmielinizacdo e degeneragdo axonal,

assim como na presenga de fibrose (MEDEIROS et al., 2015).

Segundo Ng e colaboradores (2000), a interacdo M. leprae-CS via ligacdo do
PGL-1 com o dominio G da cadeia a2 laminina representa um papel chave na inducao
da desmielinizacdo e degeneracdo axonal. Também foi demonstrado em sistemas de
cultura usando Schwannomas que o PGL-1 possui papel critico para a interiorizacao de
M. leprae e posterior desmielinizacdo (RAMBUKKANA, 2004). Outro estudo, in vitro,
sugeriu um modelo onde M. leprae causa desmielinizacdo diretamente a partir da
infeccdo e desdiferenciagdo da CS (TRUMAN et al., 2014). Entretanto, esses modelos
ndo conseguem explicar o dano neural nos casos PB, onde o bacilo é raramente
encontrado nas lesGes (SHETTY; ANTIA, 1996).

Estudos recentes utilizando o0 modelo Mycobacterium marinum-larvas de peixe
zebra, no qual a interacdo patdgeno-hospedeiro pode ser vista em tempo real,
descreveram um novo mecanismo onde se sugere que o dano neural e a desmielinizacdo
ndo sdo iniciados diretamente por M. leprae, mas sim por macréfagos infectados que
patrulham os axénios (MADIGAN et al, 2017). O autor demonstrou que a destrui¢ao da
mielina, edema axonal e a toxicidade mitocondrial axonal resultaram do aumento da
expressdo de 6xido nitrico sintase derivada da intoxicagdo dos macréfagos perineurais
pelo PGL-1. Outro estudo conduzido por Cambier e colaboradores (2017) demonstrou
um mecanismo de evasdo mediado especificamente pelo PGL-1 de M. marinum. Nesse
estudo, os autores utilizaram o ventriculo do ‘“hindbrain” do peixe zebra, que ¢é

protegido pela barreira hematoneural. Foi demonstrado que a expressédo de PGL-1 nos
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macrofagos residentes que fagocitam a micobactéria, promove a secrecdo de
CCL2/MCP-1 que sinaliza e recruta monocitos naive que ndo sdo bactericidas e

oferecem um ambiente seguro, permitindo a proliferacdo da micobactéria.

Um dos sintomas clinicos mais precoces da hanseniase é a perda sensitiva que
pode ter origem na resposta imuno mediada aos antigenos liberados de M. leprae a
partir das CS infectadas. Tal fato pode ser explicado pela proximidade entre os ax6nios
sensitivos e as CS amielinicas. Macrofagos e linfocitos T podem secretar citocinas
inflamatorias em resposta a liberagdo de antigenos do M. leprae a partir de CS
amielinicas. Tanto as CS mielinicas como amielinicas sdo atacadas comprometendo 0s
nervos periféricos podendo ocasionar a perda sensorial e motora (JOHNSON, 1997;
JOB, 1989).

Oliveira e colaboradores (2005) demonstraram que o TLR2 é ativado por
lipopeptideos liberados a partir da degradacdo do M. leprae e expresso em CS podendo

induzir a apoptose, contribuindo para a lesdo neuroldgica caracteristica da hanseniase.

1.7. Diagndéstico histopatologico da Hanseniase neural pura

O padrédo ouro para a confirmacdo diagnostica da HNP € a bidpsia de nervo
(Figura 4, 5) (RAO; SUNEETHA, 2016). O M. leprae é a Unica bactéria que infecta a
CS, logo a demonstracao do bacilo dentro do nervo periférico é patognomdonico para o
diagnostico da hanseniase (SCOLLARD, 2008). Quando o M. leprae ndo é encontrado
na amostra de bidpsia neural, uma analise minuciosa das alteracfes histopatoldgicas

torna-se necessaria para se chegar a um diagnostico provavel (ANTUNES et al., 2012).
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Vaso .,

“endoneural

Figura 4: Histopatologia do nervo normal. Em (a): Corte transversal de nervo periférico mostrando grande
quantidade fibras nervosas mielinizadas coradas em cor vinhosa (setas) dispostas ao longo do fasciculo nervoso (F).
Epineuro ao redor dos fasciculos corado em verde. Tricromatica de Gomori. Barra = 320 micrometros. (b): Corte
histologico transverso de nervo periférico com quatro fasciculos nervosos (F) com aparéncia normal. As fibras
mielinizadas se coram em tom avermelhado. Tricromatica de Gomori. Barra = 320 micréometros. (c): Corte
longitudinal de nervo periférico mostrando grande quantidade fibras nervosas mielinizadas coradas em cor vinhosa
(seta) dispostas ao longo do fasciculo nervoso. Tricromatica de Gomori. Barra = 160 micrometros. (d): Corte
transversal de um fasciculo nervoso periférico mostrando fibras nervosas mielinizadas com bainha de mielina corada
em azul (setas) de variados tamanhos formando feixes de fibras no interior do fasciculo nervoso. Corte semifino (0,5
um de espessura). Azul de toluidina. Barra = 48 micrometros.

Dentre os achados inespecificos, porém fortemente sugestivos de lesdo por
hanseniase, estdo o infiltrado inflamatdrio crénico, ndo granulomatoso, envolvendo 0s
compartimentos neurais epi-, peri- e endoneuro, e, nos estdgios mais tardios, a
substituicdo do tecido lesado por fibrose e hialinizacdo do endoneuro, gerando completa
destruicdo da arquitetura do nervo e o prejuizo funcional do tecido (CHIMELLI;
FREITAS; NASCIMENTO, 1997).
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Figura 5: Histopatologia da Hanseniase neural pura. Em (a) Observa-se fibrose e infiltrado inflamatério em
diferentes intensidades nos fasciculos do nervo periférico (Aumento 10x, coloracdo HE). Em (b) Observa-se
também a redugdo do nimero de fibras mielinizadas, sem infiltrado inflamatério significativo (aumento 20x,
coloracdo Gomori). No plano transversal (c), observa-se o reduzido infiltrado inflamatério (aumento 10x,
Coloragdo HE). Em (d) ilustra-se a presenca de ML no interior da célula de Schwann (aumento 40x, coloragéo
WADE).

E importane enfatizar que as amostras de nervo de pacientes HNP se apresentam
normalmente em estagios avancados de destruicdo neural com perda severa de fibras,
infiltrado inflamatério e/ou fibrose endoneural (ANTUNES et al., 2012). Foi
demonstrado que a fibrose foi a alteracdo histopatoldgica ndo inflamatoria mais
consistente na HNP tanto em amostras BAAR* como BAAR', sugerindo entdo que tal
achado no nervo é digno de suspeita de Hanseniase (Antunes et al., 2012). A lesdo
neural pode afetar fibras sensitivas, motoras e autbnomas. Apresenta um infiltrado
inflamatorio contendo células epitelidides ou macréfagos contendo ML no interior,
podendo ocupar o endoneuro, perineuro e epineuro (CHIMELLI; FREITAS;
NASCIMENTO, 1997). A biopsia de nervo representa uma ferramenta eficiente no
diagndstico da HNP e no diagnéstico diferencial com NH (HUI et al., 2015). Mesmo
com todas as limitagdes da biopsia, ela continua tendo papel relevante no diagnostico da
forma neural pura da hanseniase ( JARDIM et al., 2005). Vale destacar que a amostra
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de bidspia neural perde seu valor se ndo for avaliada por um patologista treinado (RAO;
SUNEETHA, 2016).

Um estudo recente demonstrou a partir de imuno-histoquimica que MCP-
1/CCL2 estava presente em amostras de nervo de pacientes com HNP estando esta
quimiocina também associada com o deposito de matriz extracelular (MEDEIROS et
al., 2015).

Existe uma lista ampla de doengas como, por exemplo, vasculites, polineuropatia
inflamatoria desmielinizante crénica (CDIP), sarcoidose neural, AIDS, doengas
hereditarias, reacbes a drogas entre outras que podem causar dano aos nervos
periféricos. Testes complementares a avaliacdo clinica devem ser feitos para se
estabelecer um diagndstico diferencial entre a HNP e as neuropatias ndo Hanseniase
(NH) (ANTUNES et al., 2012).

Os achados histopatoldgicos das neuropatias periféricas ndo hanseniase (NH)
podem mostrar-se similares as alteracbes neurais na Hanseniase dificultando a
confirmacdo diagndstica quando o bacilo ndo é encontrado na amostra (WEIS et al,
2012). A presenca de granuloma epitelioide, particularmente no endoneuro, é altamente
sugestivo de Hanseniase, porém necessita-se realizar um diagnéstico diferencial com a
sarcoidose neural apesar de ser rara, nas amostras neurais BAAR". Na presenca de
inflamacdo endoneural, porém com a auséncia de um granuloma bem definido, as
vasculites e a polineuropatia inflamatéria desmielinizante crénica (CDIP) devem ser

consideradas no diagnéstico diferencial (HUI et al., 2015).

Uma vez que ha limitagdes no diagnoéstico histopatoldgico diferencial de HNP e
NH, ha a necessidade de investigar novos alvos a serem utilizados de modo
complementar ao diagnostico clinico. A identificacdo de um marcador, que possa ser
utilizado na avaliagdo sérica e/ou plasmatica podera contribuir em muito para reduzir o
desconforto que a realizacdo da bidpsia causa no paciente e mesmo para aumentar a

efetividade do diagnéstico complementar da HNP.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar a existéncia de marcadores séricos que possam ser indicativos de HNP

e que estejam correlacionados com as alteracGes histopatoldgicas.

2.2. Objetivos especificos

e Comparar as alteracbes histopatoldgicos presentes nas amostras de bidpsias
neurais entre a HNP e NH;

e Correlacionar a positividade sérica do PGL-1 e as alteracdes histopatologicas
observadas na HNP;

e Correlacionar a positividade do PCR das amostras de bidpsias neurais e as
alteracdes histopatoldgicas na HNP;

e Comparar as concentrac@es séricas de mediadores inflamatérios entre a HNP e
NH;

e Correlacionar os niveis de quimiocinas séricos com os achados histopatoldgicos

em ambos 0s grupos de estudo.
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3. METODOLOGIA
3.1. Populacéo estudada e selecdo dos casos estudados

A populacdo estudada foi recrutada no Ambulatério Souza Aradjo (ASA),
unidade de referéncia em hanseniase do Ministério da Saide. No periodo entre 2004-
2014, foram diagnosticados 78 casos de pacientes com a Hanseniase Neural Pura
(HNP), o que correspondeu a 6,4% de todos os casos de Hanseniase diagnosticados
nesse periodo nesta unidade. Para o presente estudo, selecionamos randomicamente 42
pacientes com HNP e 36 pacientes com diagnéstico de outras neuropatias ndo
hanseniase (NH). Todos os pacientes desse estudo realizaram a coleta de soro no mesmo

dia ou data préxima a realizacdo da bidpsia de nervo para analise histopatoldgica.

Os prontuérios foram avaliados e, amostras de pacientes com idade inferior a
18 anos, diabéticos, portadores de infec¢bes causadas por outras micobactérias e,
aqueles co-infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), foram excluidas.

Em conjunto, amostras de pacientes em uso de corticosteroides foram excluidas.

Foram utilizadas amostras do biorrepositorio de soros do Laboratério de
Hanseniase (LAHAN) e os dados histopatol6ogicos foram obtidos pelo Banco de Dados

do servigo de Patologia do LAHAN, coordenado pelo Dr. Sérgio Antunes.

Para fins diagnosticos, a HNP foi classificada de acordo com os seguintes

critérios previamente descritos por Jardim e colaboradores (2003):

e Avaliagdo clinica detalhada dos individuos, detectando o nimero e
distribuicdo de nervos afetados, presenca de espessamento e/ou dor
neural, diminuicdo de sensibilidade tatil e/ou térmica, disfuncéo
autondmica, déficit motor e presenca de incapacidades e deformidades
fisicas;

e Estudo de conducdo nervosa (eletroneuromiografia) e dados
epidemioldgicos, que juntos direcionaram para a suspeita de HNP e para
a escolha do nervo biopsiado e;

e Avaliacdo histopatologica.

A biopsia é importante na confirmacdo do diagnostico da HNP, principalmente
quando observada a presenca de infiltrado inflamatério com BAAR™ ou granuloma

epitelioide.

A presenca de alteracGes inespecificas como infiltrado inflamatorio e a fibrose
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tornam o diagndstico provavel. Os achados histopatolégicos sugestivos de HNP em
conjunto com a deteccdo do DNA de ML por PCR e/ou com a positividade sérica de
anticorpo (Ac) anti glicolipideo fendlico- 1 (PGL-1) sdo Uteis na determinacdo do
diagnostico da HNP, quando associados a avaliacdo clinica e eletroneurofisioldgica de

neuropatia periférica numa area endémica para Hanseniase (Antunes et al., 2012).

3.2. Avaliacao histopatoldgica

A andlise histopatoldgica foi realizada pelo Dr. Sérgio Antunes, neuropatologista
do LAHAN, que preencheu todas as informacdes em um banco de dados e
disponibilizou para o presente estudo. Tendo em vista que na grande maioria das vezes
as amostras neurais sdo BAAR negativas, as alteracdes histopatoldgicas selecionadas no
presente trabalho basearam-se no estudo realizado por Antunes e colaboradores em
2012,

Foram avaliadas as seguintes alteracGes histopatolégicas nas amostras de
biopsias neurais: infiltrado inflamatério endoneural, fibrose endoneural, remielinizacéo,
perda de fibras mielinicas e granuloma. Foi utilizado um sistema de cruzes para avaliar
a auséncia e presenca dos achados histopatoldégicos na amostra: onde 0 (zero)
representou auséncia da alteracdo e 1, 2, 3 e 4 cruzes representaram a presenca da
alteracdo com um aumento gradual de intensidade. No presente estudo, em relacdo ao
infiltrado inflamatdrio, remielinizacdo e granuloma consideramos zero como auséncia e
1, 2, 3 e 4 como presenca; em relacdo a perda de fibras, 0 e 1 cruz corresponderam a
auséncia e 2, 3, e 4 com a presenca da alteracdo e, em relacdo a fibrose endoneural: 0 =

sem fibrose, 1 e 2 = pouca fibrose e, 3 e 4 = muita fibrose.

3.3. Parametros éticos

O presente estudo possui aprovacdo do Comité de ética em Pesquisa da
Fundagdo Oswaldo Cruz, sob o nimero de parecer 2.227.887, de 20 de agosto de 2017.
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3.4. Processamento e armazenamento de soro

Os soros utilizados para o presente estudo fazem parte do biorrepositorio de
soros do LAHAN. Em resumo, para a obtencdo dos soros foram seguidos 0s seguintes
procedimentos: 10 mL de sangue total sem anticoagulantes foram coletados, apds 10
minutos, necessarios para a formacdo do codgulo, o sangue foi centrifugado por 10
minutos a 313 xg. Ao término da centrifugacdo, o soro foi coletado, aliquotado e

armazenado a - 20°C para posterior utilizacao.

3.5. Dosagem de mediadores séricos

As citocinas e quimiocinas séricas foram avaliadas pelo método de ELISA
(Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica). Foram avaliadas as concentragfes séricas das
seguintes citocinas: TNF, IL-1pB, IL-6, e IL-10 e das quimiocinas: MCP-1/CCL2 e IP-
10/CXCL-10, nos soros de pacientes HNP e NH, utilizando os kits comerciais,
conforme as especificagdes dos fabricantes (TNF, IL-1p, IL-6, IL-10 e MCP-1/CCL-2:
eBioscience®, EUA; IP-10/CXCL-10: PreproTech®, EUA). O limite de deteccio dos
kits foi de 4 pg/mL para TNF, 2 pg/mL para IL-1B, 2 pg/mL para IL-6, 2 pg/mL para
IL-10, 7 pg/mL para MCP-1/CCL-2 e 16 pg/mL para IP-10/CXCL-10, conforme
descrito nas fichas técnicas dos fabricantes. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro
para microplaca (Spectra Max-Molecular Device, EUA) com filtro de 450 nm e a
analise dos resultados pelo software especifico (SOFTmax Pro v5.3, Molecular Devices,
EUA). Para a quantificagdo da concentragdo sérica das diferentes citocinas, a medida de
absorbancia (450 nm) obtida foi comparada com os padrfes pela correlagdo matematica
por regressao linear dos dados da curva padrdo. A analise dos resultados foi feita a partir
da construcdo de uma curva padrdo onde no eixo X colocou-se a concentracdo dos
padrdes e no eixo Y a média da densidade ética (DO) de cada ponto padrdo, desenhando
uma melhor curva pelos pontos no gréafico. Os valores das amostras foram atribuidos em

relacdo a curva padréo.

3.6. Sorologia para PGL-1

A sorologia por ELISA foi realizada essencialmente conforme descrito por
Duthie et al. (2007). As amostras de soro foram avaliadas para a quantificagdo de IgM

anti-glicolipideo fendlico 1 (anti-PGL-1), utilizando o anticorpo anti-PGL-1 (goat anti-
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human IgM (p-chainspecific), AO420, do laboratério Sigma). Em resumo, em uma
microplaca de 96 pogos com fundo chato foi feita a adsor¢édo do D-BSA (0,25 ug/mL)
adicionando-se 50 pL/poco do antigeno previamente diluido em tampdo
carbonato/bicarbonato 0,1 M pH 9,5, incubando-se a microplaca na geladeira por no
minimo 24 horas. Ao término da incubacdo, os pocos foram lavados 3 vezes com
200 pL de tampao fosfato de sodio (PBS)-tween 20 a 0,3% (PBS/T) e entdo bloqueados
com soro albumina bovina (BSA) 3% em TBS/T por 1 hora a 37°C. Os pogos foram
novamente lavados 3 vezes com 200 uL. de TBS/T. Adicionou-se 50 pL de soro diluido
1:200 em BSA 1%, incubando-se a 37°C por 1 hora. Ap6s nova lavagem dos pogos com
PBS/T, adicionou-se o conjugado anti-lgM (Sigma), previamente diluido 5000 vezes
(1:5000) em solugdo PBS-T com 1 % de BSA. Apos incubagdo a 37°C por 1 hora, 0s
pogos foram lavados 4 vezes com PBS/T, adicionando-se 100 uL do substrato
(tetrametilbenzeno) TMB (Sigma). A reagao foi finalizada com 50 uL de acido sulfarico
a2,5 N e a leitura a 450 nm em leitor de microplacas. A densidade Optica (DO) de cada

poco foi lida a 450 nm e o valor de corte para a positividade foi DO4so = 0,25.

3.7. PCR em tempo real

Para a deteccdo de DNA de ML pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), as
amostras neurais foram processadas de acordo com as recomendacgdes de Chemoulli et
al. (1996), com poucas modificacbes. Um pequeno pedaco (1mm?) da amostra foi
incubado com 50 pul NaOH em temperatura ambiente por 10 minutos, neutralizado com
1M NaH2POs e centrifugado. O sobrenadante foi descartado e o pellet suspenso em
100 pl de 60 mM do tampéo tris pH 8,8. Em seguida as amostras foram tratadas com
60 pg de proteinase K a 50°C por 30 minutos, seguido pela inativacdo enzimatica a
95°C por 5 minutos. As amostras foram entdo submetidas ao procedimento de choque
térmico, que consiste em trés ciclos de 10 minutos de aquecimento e congelamento-
descongelamento. A amplificagio do DNA e as condi¢cdes de hibridizacdo foram

realizados conforme Santos e colaboradores (1993).
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3.8. Analise de dados

Os dados foram analisados utilizando o software estatistico SPSS®, versdo 22. A
andlise descritiva foi realizada com os dados demogréficos (sexo e idade). Para a
comparacdo das medias de idade foi utilizado o teste T e na analise comparativa do
sexo, utilizamos o teste qui-quadrado. As concentracdes das citocinas foram expressas
como mediana, valor minimo e maximo.

A normalidade das variaveis foi calculada pelo teste Kolmogorov-Smirnov.
Como as citocinas ndo apresentaram distribuicdo normal, foram utilizados testes ndo
paramétricos Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis para comparar as concentracfes séricas
entre os grupos HNP e NH, segundo as alteragdes histopatoldgicas na analise bivariada.

A frequéncia de alteracBes histopatoldgicas, PCR e PGL-1 entre os grupos foi
comparada por meio dos testes de qui-quadrado e exato de Fisher.

Foram considerados significativos resultados cujo p < 0,05.

26



4. RESULTADOS

4.1. Infiltrado e fibrose endoneural sdo caracteristicas histopatoldgicas em

amostras de pacientes com a forma neural pura da hanseniase (HNP).

Com o objetivo de investigarmos diferencas no padréo histopatoldgico de les6es
de nervo entre pacientes HNP e NH, foram utilizadas amostras de 42 pacientes HNP,
atendidos no ASA no periodo de 2004 a 2014 e, de 36 pacientes NH. Conforme descrito
na Tabela 1, houve um predominio de pacientes do sexo masculino nos dois grupos
avaliados. Na coorte utilizada nesse estudo (2004-2014), os casos de HNP
representaram 6,4% de todos os casos diagnosticados de Hanseniase no ASA. A faixa
etaria no grupo NH foi significativamente maior do que no grupo HNP e 0s nervos

utilizados para o diagndstico histopatoldgico encontram-se listados na Tabela 1.

TABELA 1. Analise comparativa entre os dados demograficos e nervos biopsiados

dos pacientes HNP e NH avaliados.

GRUPOS (n=78)
DADOS CADASTRAIS HNP NH
p - valor
n =42 (53,8%) | n= 36 (46,2%)
Masculino 31 (73,8%) 22(61,1%)
SEXO 0,231
Feminino 11 (26,2%) 14(38,9%)
Média 49,8 59
IDADE . 0,009*
Desvio padrao 16,4 12,2
Fibular 3(7,14%) 4 (11,1%)
Sural 15(35,71%) 13 (36,1%)
NERVO
Ulnar 21(50,0%) 18 (50%)
Mediano 3(7,14%) 1 (2,8%)
*p<0,05.

Entre os pacientes com HNP, 8 apresentaram neurite, 8 apresentaram dor
neuropatica e 6 apresentaram neuropatia troncular. Entre os pacientes com NH, 19
apresentaram neuropatia troncular. Nao foi possivel identificar o diagnostico de todos
os pacientes do grupo HN. Uma vez descartada a possibilidade de Hanseniase, os
pacientes foram encaminhados para outras unidades de salde e o desfecho diagndstico

se apresenta desconhecido no ASA.
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Dos 42 pacientes com HNP, 25 foram avaliados quanto ao grau de incapacidade
fisica. Destes, 16 (64%) apresentaram Grau Il de incapacidade fisica, dois (8%)
apresentaram Grau | e 16 (28%) nao apresentaram incapacidade fisica.

Antunes e colaboradores (2012) demonstraram que a presenca de granuloma
epitelioide direciona para um diagnostico definitivo de HNP, porém, na sua auséncia, a
presenca de infiltrado inflamatério mononuclear € um achado inespecifico, assim como
a remielinizacdo e a perda de fibras nervosas, necessitando de um diagnostico
diferencial com outras neuropatias periféricas. Tanto em amostras BAAR* como BAAR"
, a fibrose representou a alteracdo ndo inflamatdria mais consistente com a HNP de
modo que, no presente estudo, selecionamos as seguintes alteracdes histopatologicas
para avaliacdo: infiltrado inflamatério endoneural, fibrose endoneural, remielinizacéo,

perda de fibras e granuloma.

A analise das alteracdes histopatoldgicas nos dois grupos estudados demonstrou
um maior percentual de pacientes HNP com a presenca de infiltrado inflamatdrio
endoneural, fibrose endoneural e granuloma. Por outro lado, um maior percentual de
pacientes NH apresentou remielinizagdo. Com relagdo ao parametro perda de fibras,
100% das amostras de pacientes NH apresentaram perda de fibras versus 84,6% das

amostras de pacientes HNP (Tabela 2, Figura 5).
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Tabela 2. Comparacédo da presenca ou auséncia das alteracdes histopatologicas,

entre os grupos HNP e NH.

EXAMES GRUPOS p-Valor
COMPLEMENTARES HNP NH
(n=42) (n=36)
INFILTRADO SEM | 19(45,2%) | 34(94,4%)
INFLAMATORIO 0,001*
ENDONEURAL COM | 23(54,8%) 2(5,6%)
FIBROSE SEM 19(45,2%) | 23(63,9%)
ENDONEURAL
POUCA | 5(11,9%) | 12(33,3%)
0,001*
MUITA | 18(42,9%) 1(2,8%)
REMIELINIZACAO SEM 28(73,7%) | 11(30,6%)
COM | 10(26,3%) | 25(69,4%)
S.1.*
(n=4) 4 0 0,001*
PERDA DE FIBRAS SEM 6(15,4%) 0(0%)
COM 33(84,6) 35(100%)
S.I. (n=4) 3 1 0,026*
GRANULOMA SEM 30(71,4%) | 35(97,2%)
COM | 12(28,6%) 1(2,8%) 0,002*
*p<0,05

S.1.= sem informag&o. Os casos sem informacao ndo foram considerados para a analise estatistica
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Figura 6: Histopatologia de amostras de bidpsias de nervo de pacientes com Hanseniase Neural Pura (HNP).
Em (a) pode ser observada intensa perda de fibras (corte semifino; coloragéo azul de toluidina; aumento 40x). Em (b)
observa-se intenso infiltrado inflamatdrio e destruicdo total do nervo (coloragdo hematoxilina e eosina; aumento 20x).
Em (c) é possivel identificar fibrose perineural e endoneural (coloragdo Gomori; aumento 10x). E em (d) observa-se
em vermelho a presenca de ML no interior da célula de Schwann (Coloragdo WADE).

4.2. Avaliacdo da sorologia PGL-1 e do PCR como parametros diagnésticos na
HNP.

A sorologia anti-PGL-1 j& foi descrita como possivel ferramenta diagndstica de
infecgdo subclinica em pacientes com hanseniase (MOURA et al., 2008; DESFORGES
et al., 1989). Com o intuito de observar se a sorologia anti-PGL-1 pode ser um bom
parametro para o diagnoéstico complementar na clinica, amostras dos dois grupos foram
avaliadas quanto a positividade para PGL-1, conforme descrito na se¢cdo Metodologia.

Conforme observado na Figura 5, dos 42 soros avaliados no grupo HNP, apenas

5 apresentaram sorologia positiva para PGL-1. No grupo NH nenhuma amostra foi
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reagente. Assim, pbde-se observar que a sorologia anti-PGL-1 apresenta 100% de

especificidade, no entanto com baixa sensibilidade (11,9%) para o diagndstico da HNP.
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Figura 7: Reatividade para PGL-1. Soros de pacientes HNP (n=42) e NH (n=36) foram testados quanto a
positividade para PGL-1. Os titulos iguais e superiores a 0,25 (D.O) foram considerados positivos.

Com o intuito de avaliar uma possivel correlacdo entre a positividade ao PGL-1
e as alteracBes histopatologicas nas lesbes neurais de pacientes HNP, avaliamos o
percentual de pacientes PGL-1* que apresentavam ou néo as alteracdes histopatoldgicas
descritas como importantes para o diagndstico da neuropatia. Como observado na
Tabela 3, as amostras de lesdo neural dos cinco pacientes PGL-1" apresentavam perda
de fibras, mas ndo apresentavam granuloma. Quatro (80%) amostras dos cinco pacientes

PGL-1" apresentaram infiltrado inflamat6rio endoneural.
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TABELA 3: Correlacéo entre a positividade do PGL-1 e os achados

histopatoldgicos em HNP

GRUPOS
ALTERACOES PGL-1- PGL-1* p-Valor
HISTOPATOLOGICAS (n=37) (n=5)
INFILTRADO SEM 18(48,6%) 1(20%) 0,356
INFLAMATORIO
ENDONEURAL COM 19(51,4%) 4(80%)
FIBROSE SEM 17(45,9%) 2(40%) 0,836
ENDONEURAL POUCA 4(10,8%) 1(20,0%)
MUITA 16(43,2%) 2(40,0%)
SEM 25(75,8%) 3(60%) 0,592
REMIELINIZACAO COM 8(24,2%) 2(40%)
S.I. (n=4) 4 0
6(17,6%) 0(0%) 0,574
SEM
PERDA DE FIBRAS COM 28(82,4%) 5(100%)
S.I. (n=3) 3 0
GRANULOMA SEM 25(67,5%) 5(100%) 0,298
COM 12(32,5%) 0(%)

No presente estudo, dos 42 pacientes do grupo HNP, 30 realizaram o teste para
PCR e 12 (40%) foram PCR™. Os pacientes sem informac&o referente ao exame do PCR
ndo entraram na analise estatistica. Ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo entre a

positividade do PCR e as alteracOes histopatoldgicas nas lesdes neurais (Tabela 4).

Dos 12 pacientes PCR", apenas um paciente era PGL-1". Vale ressaltar que dois
pacientes no presente estudo eram BAAR™, sendo os dois PCR* e PGL-1". Nos achados
histopatolégicos destes dois pacientes BAAR® podemos observar que ambos
apresentaram infiltrado inflamatdrio endoneural, granuloma e perda de fibras, nenhum

deles apresentou remielinizagdo e apenas um apresentou fibrose endoneural.
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TABELA 4. Correlacdo entre a positividade do PCR de pacientes HNP e os
achados histopatoldgicos

PACIENTES TESTADOS(n=30)
ALTERAQ@ES p-Valor
HISTOPATOLOGICAS PCR- PCR*
(n=18) (n=12)
INFILTRADO SEM 9(50,0%) 6(50,0%)
1,00
INFLAMATORIO
ENDONEURAL COM 9(50,0%) 6(50,0%)
FIBROSE SEM | 8(44,4%) 7(58,3%)
ENDONEURAL POUCA 1(5,6%) 3(25,0%) 0,105
MUITA 9(50,0%) 2(16,7%)
SEM 12 (80,0%) 7(63,6%)
REMIELINIZACAO COM 3 (20,0%) 4(36,4%) 0,407
S, (n=4) 3 1
3(20,0%) 2(16,7%)
SEM
1,00
PERDA DE FIBRAS COM 12(80,0%) 10(83,3%)
S1. (n=3) 3 0
GRANULOMA SEM 12(66,7%) 8(66,7%) 1,00
COM 6(33.3%) 4(33,3%)

4.3. Determinacédo do padréo de citocinas sericas em pacientes com HNP.

Com o objetivo de investigar a possibilidade de discriminar HNP e NH pelo
ensaio sorologico, selecionamos amostras de 42 pacientes HNP e 36 pacientes NH e
avaliamos os seguintes mediadores: TNF, IL-6, 1L-10, IL-1B, IP-10/CXCL-10 e MCP-
1/CCL2. Néo foram observadas diferencas significativas nas concentracdes séricas de
IL-6, IL-10, TNF e IL-1pB nos dois grupos estudados (Figura 7, Tabela 5). No entanto, a
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analise das concentracdes séricas de IP-10/CXCL-10 e MCP-1/CCL2 demonstrou um

aumento significativo no grupo NH com relacdo ao HNP (Figura 7, Tabela 5).
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Figura 8: Concentragdes séricas de citocinas e quimiocinas em pacientes HNP e NH. Os soros de pacientes com
HNP (n=42) e NH (n=36) foram avaliados quanto as concentragdes séricas de IL-6 (A), IL-10 (B), TNF (C), IL-1B
(D), IP-10/CXCL-10 (E) e CCL2/MCP-1 (F) por ELISA, conforme descrito na Metodologia. A anélise estatistica dos
dados esta apresentada na Tabela 5.
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TABELA 5. Comparacdo das concentracgdes séricas das citocinas entre 0s grupos

HNP e NH.
GRUPOS
HNP (n=42) NH (n=36)
Mediana
(minimo-maximo)
IL-6 (pg/mL) 21,16 21,91 0,912
(5,4-82,07) (0-85,09)
IL-10 (pg/mL) 24,65 23,29 0,837
(0-72,23) (2,62-54,48)
TNF (pg/mL) 20,96 22,30 0,873
(9,55-700,18) (2,68-240,68)
IL-1p (pg/mL) 6,19 1,40 0,101
(0-14,66) (0-14,68)
IP-10 (pg/mL) 0 82,78 <0,0001*
(0-254) (0-1.688,23)
MCP-1(pg/mL) 857,72 10105,93 <0,0001*
(504,59-22428,08) (511,73-72292,91)

Como IP-10/CXCL-10 e MCP-1/CCL2 foram as duas quimiocinas que
apresentaram diferencas significativas quando comparamos os grupos HNP e NH,
fomos investigar a correlacdo entre as concentracdes séricas e as alteracdes

histopatoldgicas utilizadas como critério diagnostico pela patologia.

Como observado na Tabela 6, em pacientes com HNP as concentracfes séricas
de MCP-1/CCL2 estavam aumentadas de forma significativa no grupo sem infiltrado e
sem fibrose quando comparadas com as concentracdes séricas dos pacientes com

infiltrado e fibrose endoneural.
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TABELA 6. Comparacao entre as concentracdes séricas das quimiocinas segundo

as alteracGes histopatoldgicas em HNP e NH.

AlteracOes HNP NH
Histopatoldgicas | IP-10 CCL2/MCP-1 IP-10 CCL2/MCP-1
Inf. Endoneural
Sem 0 1487,63 82,78 8538,25
(0-156,12) | (538,87-22428,08) (0-1688,22) (511,72-72292,91
Com 0 714,18 71,34 28601,01
(0-254,01) | (504,58-11006,53) (0-142,68) (17671,97-39530,05)
p-Valor 0,997 0,017* 0,721 0,225
Fibrose endoneural
Sem 0 1487,63 81,92 5689,16
(0-254,01) | (529,12-22428,08) (0-431,94) (511,72-72292,91)
Pouca 0 554,12 0 554,12
(0-175,71) (505,53-760,37) (0-175,71) (505,53-760,37)
Muita 1,39 825,94 46,41 5630,32
(0-147,99) | (504,58-11006,53) | (46,41-46,41) (5630,32-5630,32)
p-Valor 0,795 0,042* 0,495 0,133
Remielinizacédo
Sem 0 709,34
(0-121,30) | (504,58- 11006,53) 101,23 11672,05
(20,20-273,95) | (563,23- 34484,28)
c 0 1460,22
om (0-175,71) | (514,71-22428,08) 81,92 9589,00
(0- 1688,22) (511,72- 72292,91)
p-Valor 0,716 0,068 0,611 0,946
Perda de fibras
Sem 27,58 1096,06 101,23 34484,28
(0-254,01) | (538,87-7080,18) | (101,23-101,23) | (34484,28-34484,28)
Com 0 816,72 81,93 9589,00
(0-175,71) | (504,58-22428,08) (0-1688,22) (511,72-72292,91)
p-Valor 0,635 0,955 e ey
Granuloma
Sem 0 848,49 81,93 9589,00 (511,72-
(0- 254,01) | (508,12-22428,08) (0-1688,22) 72292,91)
Com 9,19 857,79 89,84 12296,23
(0-147,99) | (504,58-3778,31) (89,84-89,84) | (12296,23-12296,23)
p-Valor 0,945 0,433 0,944 0,833

Legenda: o teste estatistico utilizado foi o teste Mann-Whitney para todas as altera¢des histopatoldgicas com excegéo

em relagdo a Fibrose, onde utilizou-se o teste Kruskal-Wallis. *= p-valor estatisticamente significativo. ****= ndo foi

realizada andlise estatistica ja que todas as amostras apresentavam perda de fibras.
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5. DISCUSSAO

A HNP ¢ caracterizada pela auséncia de lesbes de pele e auséncia concomitante
de bacilos na baciloscopia (ANTUNES et al.., 2012; UPLEKAR; ANTIA, 1986). O
exame clinico e eletrofisioldégico do nervo periférico bem como a bidpsia de nervo
permanecem as Unicas ferramentas no diagndstico da HNP. A HNP ocorre em
aproximadamente 1,5 a 8,1% dos pacientes com hanseniase (CHHABRA et al., 2015;
PRASAD, 1998) e pode se apresentar como uma neuropatia periférica na forma de
mononeuropatia ou como multiplas mononeuropatias. A analise da bidpsia de nervo tem
um papel relevante no diagnostico de HNP e na classificacdo desses casos
(KULSHRESHTHA et al., 2018; SANTOS et al., 2017; TIWARI et al., 2017; HUI et
al., 2015).

Apesar de ser util para o diagnéstico de algumas neuropatias periféricas, em
alguns casos é dificil chegar a um diagnostico em funcdo da pouca especificidade do
achado das fibras neurais (Revisto por BATISTA et al., 2009). O diagnostico de
hanseniase pode ser feito pela bidpsia de nervo nas formas neurais em 37% dos casos
(BATISTA et al., 2009). Além disso, complicacBes decorrentes do procedimento ja
foram descritas, como neuroma, alodinia, desconforto e areas de hipoestesia ou
anestesia (PERRY; BRIL, 1994; POBURSKI et al., 1985; SOLDERS, 1988). Embora
controverso, alguns autores afirmam que deve-se utilizar preferencialmente o nervo
sural para o estudo, por ser exclusivamente sensitivo e facil acesso devido a sua
localizacdo superficial. Os nervos ulnar, mediano, fibular comum, tibial, facial, radial
cutaneo e auricular maior sdo os nervos mais frequentemente relatados (GARBINO et
al.,, 2011; GARBINO et al.,, 2013; GIRDHAR, 1996; JARDIM et al., 2004). Essa
variabilidade dos nervos escolhidos pode ser devida aos diferentes protocolos de
eletroneuromiografia utilizados, enfatizando a importancia de uma avaliagdo extensa e
cuidadosa da neuropatia da hanseniase, principalmente por meio de uma analise
ampliada das condugdes motoras e sensoriais, incluindo nervos que nédo séo avaliados
na rotina (SANTOS et al., 2017). No presente estudo foram utilizados os nervos ulnar,
sural, fibular e mediano, de acordo com as evidéncias de alteragdes clinicas no territorio
nervoso e na conducdo motora, bem como disturbios de sensibilidade no tronco, como

descrito previamente por Antunes e colaboradores (2012).
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Uma limitacdo do presente estudo deve-se ao fato de que nédo foi possivel ter
acesso ao diagndstico dos casos classificados como ndo hanseniase (NH). Ocorre que as
amostras clinicas foram obtidas de pacientes que realizaram triagem no ASA para
investigar hanseniase e, uma vez que a avaliacdo clinica, histopatoldgica, sorologia e
PCR descartaram, esses pacientes receberam o diagndstico de outras neuropatias no
prontuério e, foram encaminhados para outras unidades de salde. Desse modo, no
presente estudo concentramos em avaliar caracteristicas que possam discriminar a HNP

de NH, independente do diagndstico final de NH.

Um dos parametros avaliados foi o grau de incapacidade fisica dos pacientes.
Quando ndo diagnosticada e tratada precocemente, a hanseniase pode evoluir com
diferentes tipos e graus de incapacidades fisicas (PIMENTEL et al., 2002). Em 1961, a
Organizagdo Mundial de Saude padronizou um instrumento de avaliacdo das
incapacidades, considerando como incapacidades somente as lesdes em maos, pés e
olhos, por serem mais severas para as atividades cotidianas e de diagndstico mais
simples. De acordo com a gravidade, as lesGes incapacitantes dessas regides foram
graduadas em leve, moderada e grave. A atual classificacdo dos graus de incapacidade
foi implementada pelo Ministério da Saude em 2002, unindo 0s casos anteriormente
classificados como graves aos casos moderados, de modo a facilitar a avaliagdo nos
centros de atencdo basica (MINISTERIO DA SAUDE, 2002). Assim, o grau O
corresponde a auséncia de incapacidade, o grau | corresponde a diminuicdo ou perda de
sensibilidade em olhos, méos e pés e o grau Il se refere a anormalidades nos olhos,
maos ou pés ou visiveis deformidades (ALVES et al., 2010).

Morais e Furtado (2018) demonstraram que alteragdes no grau de incapacidade
sdo mais comumente observadas em pacientes com a forma multibacilar e neural pura
da hanseniase. Em conjunto, eles discutem que um percentual de 10% de pacientes com
grau Il de incapacidade é considerado alto. No presente estudo, dos 42 pacientes com
HNP, apenas 25 apresentavam informagdes sobre o grau de incapacidade preenchidas
em prontuario e, destes, 64% apresentaram grau Il de incapacidade. A principio, a
andlise de tal percentual poderia ser indicativo de um atendimento tardio desses casos,
no entanto, o fato de 17 pacientes com HNP ndo terem sido avaliados gera um viés na
analise desse dado, ndo sendo possivel concluir se realmente o percentual de individuos
com grau Il de incapacidade no nosso estudo estava acima da média encontrada em

outras populacdes.
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A analise de bidpsias de nervo se revela uma importante estratégia para o
diagnéstico da forma HNP, no entanto, a mesma se apresenta uma ferramenta eficaz em
casos BAAR+, no entanto, nos casos onde ndo sdo observados bacilos, o diagnostico
histopatoldgico torna-se extremamente dificil e ndo deve ser utilizado como parametro
unico.

Na auséncia de bacilos, a presenca de granuloma epitelioide no nervo sinaliza
uma alta probabilidade de hanseniase, principalmente quando o granuloma se encontra
no compartimento endoneural (ANTUNES et al., 2012). No entanto, no presente estudo,
28,6% das amostras dos pacientes diagnosticados com HNP apresentaram granuloma
versus 2,8% dos pacientes NH. Assim, apesar de apresentar uma especificidade de
97,2%, a presenca de granuloma na bidpsia se mostrou pouco sensivel para o

diagndstico da HNP (28,6%) nos pacientes incluidos no presente estudo.

De acordo com Antunes e colaboradores (2012), outras alteracdes
histopatolégicas tornam o diagnostico de HNP provavel. AlteracBes ndo especificas
como fibrose e edema endoneural tornam o diagndéstico provavel. Ja foi descrito que a
hanseniase leva a uma densa fibrose durante os estdgios finais do dano neural
(JUNQUEIRA et al., 1980) e a fibrose tem sido relatada como a alteracdo nao
inflamatdéria mais comum em pacientes com HNP (ANTUNES et al.,, 2012). Um
aumento no infiltrado inflamatdrio e na fibrose endoneural foi observado em 54,8% dos
pacientes, no entanto 45,2% das amostras dos pacientes HNP ndo apresentaram tais
alteracdes, sugerindo que apenas a andlise histopatoldgica ndo permite discriminar com
precisdo HNP e NH.

Devido a dificuldade de diagnostico em amostras BAAR negativas e a
invasividade do procedimento para realizacdo da biopsia de nervo, testes
complementares tém sido avaliados. A identificacdo de anticorpos anti-PGL-1 em
amostras de pacientes com neuropatia periférica pode ser considerada uma estratégia
complementar importante para o diagnostico da HNP (JARDIM et al., 2005). No
presente estudo, apenas 5 (11,9%) soros de pacientes HNP apresentaram reatividade
contra PGL-1, um percentual abaixo de 21%, encontrado em estudo anterior de Jardim e
colaboradores (2005).

Uma vez que isoladamente os parametros ndo foram suficientes para o
diagnéstico de HNP, investigamos a possibilidade de existir correlagdo entre a

positividade a sorologia anti-PGL-1 e as alteracGes histopatologicas. Apesar do tamanho
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amostral do grupo PGL-1 positivo ser pequeno, comparamos o padrdo de alteracOes
histopatoldgicas nas lesdes de nervo em pacientes HNP com sorologia positiva e
negativa para PGL-1, ndo sendo possivel observar nenhuma correlagdo entre a

positividade ao PGL-1 e a histopatologia.

O uso do PCR tem sido utilizado como mais um teste auxiliar no diagndéstico da
HNP. Estudos anteriores demonstraram que o PCR, em conjunto com os resultados
clinicos e neuroldgicos pode ser uma ferramenta poderosa para identificar e confirmar o
resultado da HNP (JARDIM et al., 2003). Jardim e colaboradores (2003) demonstraram
que 47% dos pacientes HNP apresentaram positividade no PCR para M. leprae. Em
conjunto, Bezerra da Cunha e colaboradores (2006) demonstraram, em uma coorte de
58 pacientes, que mais de um terco dos pacientes com HNP BAAR® tiveram o
diagndstico confirmado pelo PCR. No presente estudo, foi realizado o PCR de 30
pacientes HNP, dos quais 40% apresentaram positividade, corroborando dados

anteriores.

De modo anédlogo ao observado na sorologia anti-PGL-1, ndo foi possivel
estabelecer uma correlagdo entre o PCR e as altera¢des histopatoldgicas. Tal observagdo
pode sugerir que distintos mecanismos podem estar associados a imunopatogénese da

HNP no nervo e sistemicamente.

Uma vez que o procedimento de realizacdo da bidpsia de nervo é extremamente
invasivo, uma possibilidade seria a identificacdo de um marcador sérico que pudesse
predizer a neuropatia hansénica, independente da realizacdo da bidpsia de nervo. Assim,
realizamos levantamento de estudos que tenham avaliado mediadores inflamatérios na
neuropatia hansénica e/ ou nos episodios reacionais e selecionamos as citocinas: IL-6,
IL-10, TNF e IL-1B, bem como as quimiocinas: IP-10/CXCL-10 e CCL2/MCP-1 para o

presente estudo.

N&o foi possivel observar diferenca significativa nas concentracdes séricas das
citocinas avaliadas entre as amostras dos pacientes HNP e NH. No entanto, houve um
aumento significativo nas concentracGes séricas de IP-10/CXCL-10 e CCL2/MCP-1 no

grupo NH quando comparado ao grupo HNP.

A modulacdo negativa da expressdo de CCL2/MCP-1 foi demonstrada em
experimentos nos quais células da linhagem monocitica humana, THP-1, diferenciadas

com PMA (phorbol-12-miristato-13-acetato), foram estimuladas com M. leprae
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(GUERREIRO et al.,, 2013). Em conjunto, neste mesmo estudo, Guerreiro e
colaboradores (2013) demonstraram um aumento na expressdo génica de CCL2 em
amostras de lesdo de nervo de pacientes NH quando comparadas as amostras de lesao de

nervo de pacientes HNP.

Ao contrario da modulagdo negativa de CCL2 descrita por Guerreiro e
colaboradores (2013), foi demonstrado um aumento da expressdo de CCL2/MCP-1 em
lesGes de nervo de pacientes HNP quando comparados aos pacientes NH (MEDEIROS
etal., 2015). O aumento de CCL-2/MCP-1 foi observado principalmente nas regides
com infiltrado de macréfagos e células de Schwann e, o aumento de CCL-2/MCP-1
correlacionou positivamente com a fibrose (MEDEIROS et al., 2005). No presente
estudo, foi possivel observar o aumento na concentracdo sérica de CCL2/MCP-1 nos

soros de pacientes HNP sem fibrose e sem infiltrado.

E possivel que a reducdo das concentracdes séricas de CCL2/MCP-1 tenham
contribuido para a disseminacao do bacilo nos pacientes HNP, mesmo nos casos em que
ndo foi possivel encontrar o bacilo na bidpsia. Dados anteriores demonstraram que a
reduzida concentracdo de CCL2, associada a reducgdo da concentracdo sérica de TNF,
leva ao crescimento irrestrito e disseminado da micobactéria (HASAN et al., 2006). De
modo analogo, ja foi demonstrada a correlacdo positiva entre a concentracao sérica de
CCL2/MCP-1 e elevados indices baciloscépicos (LEW et al., 2002).

O papel da guimiocina CXCL10/IP-10 na imunopatogénese da hanseniase tem
sido bastante estudado, inclusive tendo sido descrito o seu potencial como marcador
plasmaético do estabelecimento de episodio reacional tipo 1 (STEFANI et al., 2009). De
modo similar ao observado para CCL2/MCP-1, as concentracBes séricas de
CXCL10/MCP-1 estavam aumentadas nas amostras de pacientes NH quando
comparados aos pacientes HNP. N&o foi possivel estabelecer nenhuma correlacéo entre

os achados da histopatologia com as concentracdes séricas de CXCL10/1P-10.

Em conjunto, os dados apresentados sugerem que pacientes NH apresentam
concentragfes séricas aumentadas de CCL2/MCP-1 e CXCL10/IP-10 quando
comparados aos pacientes HNP. O estudo dos mecanismos de regulacdo da producgéo
dessas quimiocinas podera contribuir para elucidar o papel dessas moléculas na

patogénese da neuropatia hansénica.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados demonstrados nesse estudo podemos concluir que:

A presenca do infiltrado inflamatério endoneural e da fibrose nas amostras de
biopsias neurais, mesmo sendo consideradas alteragdes histopatoldgicas
inespecificas, estavam associadas de forma significativa ao grupo HNP no
presente estudo, podendo representar importante auxilio na confirmagdo do
diagnostico nos casos onde os achados clinicos e eletromiogréficos sejam
sugestivos de HNP, mas que no teste sorolégico de pesquisa de Ac anti- PGL-1
e no PCR foram negativos.

Os pacientes que apresentaram sorologia positiva para PGL-1(n=5) néo
apresentaram granuloma nas biopsias neurais, 0 que poderia estar correlacionado
a uma baixa resposta imune celular nesses pacientes.

Apesar de ndo ter sido encontrada correlacdo significativa entre os achados
histopatoldgicos e a sorologia Ac anti-PGL-1, este teste complementar
apresentou 100% de especificidade apesar de baixa sensibilidade no presente
estudo.

Apesar de ndo ter sido possivel correlacionar os achados histopatoldgicos com o
teste do PCR, essa técnica se mostrou uma importante ferramenta no diagnéstico
de pacientes com achados clinicos e/ou histopatoldgicos inespecificos.
Apresenta alta especificidade e sensibilidade.

Ndo foi possivel estabelecer correlacdo significativa entre as alteracfes
histopatoldgicas das amostras de bidpsias neurais com as citocinas estudadas.

A concentracdo sérica aumentada de forma significativa das quimiocinas MCP-
1/CCL2 e CXCL-10/1P-10 nos pacientes HN em comparacdo aos pacientes
HNP, e a associacdo de concentragdes sericas mais elevadas de forma
significativa de MCP-1/CCL2 nos pacientes HNP que apresentavam auséncia de
infiltrado inflamatorio endoneural e fibrose, pode sugerir que a presenca do
infiltrado inflamatdrio e fibrose contribuam para o aumento dessa quimiocina

nas lesdes neurais, 0 que reduziria as concentracdes séricas desse mediador.
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8. ANEXOS

8.1 ANEXO |

Legenda: NE: ndo encontrado; inflaendo: infiltrado inflamatério endoneural; fibroendo: fibrose endoneural; rem:
remielinizacdo. Nas colunas do PCR, PGL-1, o (-) e o (+) representam positivo e negativo respectivamente. Nas
colunas de inflaendo, granuloma, perda de fibras, rem e BAAR, (-) e (+) representam auséncia e presenca da
alteracdo histopatoldgica respectivamente. Na coluna de fibroendo, o (-) representa auséncia de fibrose, o (+) e (++)
representam pouca fibrose e (+++), (++++) representam muita fibrose.

PACIENTE PCR | PGL-1 | HISTOPATOLOGIA
Inflaendo granuloma | fibroendo | perdafibras | rem BAAR
1.HNP - - + - ++++ NE NE -
2.HNP NE - - - - + - -
3.HNP + - - - - - - -
4.HNP - - - - - - - -
5.HNP - - - - - + - -
6.HNP - ‘- - - - - + NE
7.HNP + - + - - + NE -
8.HNP - - - - - + - -
9.HNP + - - - +++ + - -
10.HNP - - - - F++ + i a
11.HNP - - - - ++++ + - -
12.HNP - - - - - + + -
13.HNP - - - - - + + -
14.HNP NE - - - - + + -
15.HNP NE + - - - + + -
16.HNP NE - - - - + + -
17.HNP + - - - - + T -
18.HNP + - - - - + + _
19.HNP + - - - - + + _
20.HNP - + + - - + - -
21.HNP NE - + - +++ + - -
22.HNP NE - + - +++ + - -
23.HNP NE - + - +++ + - -
24 HNP NE - + - ++++ + N N
25.HNP + - + - +++ + - NE
26.HNP - + + - ++++ + - -
27.HNP - - + - ++++ + - NE
28.HNP NE - + - +++ + - -
29.HNP NE + + - +++ + - NE
30.HNP + + + - + + + -
31.HNP - - + + +++ NE NE -
32.HNP - - + + +++ NE NE NE
33.HNP + - - + - + - -
34.HNP - - - + - + - -
35.HNP + - + + - + - +
36.HNP + - + + ++ + - +
37.HNP + - + + ++ + - -
38.HNP - - + + ++ + - -
39.HNP NE - + + + + - NE
40.HNP - - + + +++ + - -
41.HNP NE - + + +++ + - -
42 . HNP - - + + ++++ + - -
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8.2 ANEXO II

Legenda: NE: ndo encontrado; inflaendo: infiltrado inflamatério endoneural; fibroendo: fibrose endoneural; rem:
remielinizacdo. Nas colunas do PCR, PGL-1, o (-) e o (+) representam positivo e negativo respectivamente. Nas
colunas de inflaendo, granuloma, perdafibras, rem e BAAR, (-) e (+) representam auséncia e presenca da alteracéo
histopatoldgica respectivamente. Na coluna de fibendo, o (-) representa auséncia de fibrose, o (+) e (++) representam
pouca fibrose e (+++), (++++) representam muita fibrose.

PACIENTE PCR PGL-1 | HISTOPATOLOGIA
Inflaendo granuloma | fibroendo | perdafibras | rem BAAR
1.NH NE - - - + NE - -
2.NH NE - - - - + - -
3.NH - - - - - + - -
4.NH - - - - - + - NE
5.NH - - - - - + - NE
6.NH NE ‘- - - - + - NE
7.NH NE - - - ++ + - -
8.NH - - - - ++ + - -
9.NH NE - - - ++ + - -
10.NH NE - - - + + - -
11.NH NE - - - +++ + - -
12.NH NE - - - - + + -
13.NH NE - - - - + + -
14.NH NE - - - - + + -
15.NH - - - - - + + -
16.NH NE - - - - + + -
17.NH - - - - - + + -
18.NH NE - - - - + + -
19.NH - - - - - + + -
20.NH - - - - - + + NE
21.NH - - - - - + + NE
22.NH - - - - - + + -
23.NH NE - - - - + + NE
24.NH NE - - - - + + NE
25.NH NE - - - - + + NE
26.NH NE - - - - + + NE
27.NH NE - - - - + + NE
28.NH NE - - - + + + -
29.NH - - - - + + + -
30.NH NE - - - + + + -
31.NH NE - - - + + + -
32.NH NE - - - ++ + + NE
33.NH NE - - - ++ + + NE
34.NH NE - + - - + + -
35.NH NE - + - + + + -
36.NH - - + + - + + -
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