7 Diagnéstico laboratorial
" | da Hanseniase: indicacoes
e limitacoes

Jaison A. Barreto

Introducao

Poucas doengas exemplificam tdo bem o valor superior de uma boa anamnese,
associado a um exame fisico detalhado, como a hanseniase. Em aproximadamente 95%
das vezes, hd alteracdes de pele que podem ser detectadas por um profissional treinado,
em uma sala bem iluminada, ou seja, onde entre iluminagao solar. Estas lesdes, entretanto,
variam desde uma drea de pele xerdtica com perda de sensibilidade térmica e/ou dolorosa,
sem alteracdes de cor ou infiltra¢do, passando pelas famosas “manchas dormentes”, até
nddulos de aspecto queloidiforme em uma pele aparentemente normal’.

De uma maneira mais simples, para fins de tratamento, pode-se classificar a hanse-
niase em duas formas: as paucibacilares (PBs) e as multibacilares (MBs). As primeiras sdo
aquelas onde os individuos afetados tém poucos bacilos, ou seja, ndo seriam transmisso-
res, como nas formas indeterminadas (ou iniciais) e as tuberculoides polares (autolimita-
das). Nas formas MBs (dimorfa e virchowiana), os individuos possuem uma carga bacilar
maior, em virtude da incapacidade de seus sistemas imunes eliminarem os micro-orga-
nismos; seriam, portanto, transmissores em potencial. Assim, normalmente os pacientes
com hanseniase PB tém poucas lesoes de pele, raramente afetando troncos nervosos; ja os
MBs tém muitas lesdes e acometimento extenso de nervos>

O conceito de polaridade da hanseniase, desenvolvido por Rabelo na primeira
metade do século XX, culminou na Classificagdo de Madrid (1953). Esta classificacdo deu
origem a Classificagdo de Ridley & Jopling (R&])? desenvolvida em 1962, modificada em
1966, e revisada por Ridley em 1971, onde foi denominada “Cinco de Sete Grupos”; esta
ultima ¢ utilizada em pesquisas até os dias de hoje (quadro 1). Por esta classificagdo, que
denomina a forma indeterminada de “Lepra precoce”, um portador da doenga pode estar
dentro da faixa tuberculoide, dimorfa ou virchowiana, de acordo com seus aspectos clinicos,
histopatoldgicos, baciloscopicos, imunoldgicos e evolutivos®. Os individuos com hanseniase
tuberculoide (T) dividem-se em dois grupos: os polares (TT) e os tuberculoides de baixa
resisténcia (TI ou TR). Os dimorfos (D), também chamados borderlines (B) na literatura
inglesa, podem ser subclassificados em 3 subgrupos: DT (ou BT), DD (ou BB) e os DV (ou
BL). Por ultimo, os virchowianos (V), também chamados lepromatosos (L) na literatura
inglesa, podem ser divididos em virchowianos polares (LLp) e subpolares (LLsp ou LI)'.
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Quadro 1: Classificacao de Ridley, Cinco de Sete Grupos (1971).

Forma clinica TTp TI/TR BT BB BL LI/LLsp LLp
Mitsuda +++ ++ + - - _ -
Estabilidade
. o Sais + +/- - + - ++
imunoldgica
Reagdo tipo 1 - +/- + ++ + +/- _
Reagio tipo 2 - - - - = 4 +
Bacilos na mucosa
- - - - + ++ ++
nasal
Bacilos no
- 0/1+ 1/2/3+ 3/4+ 4/5+ 5/6+ 5/6+
granuloma
Células
5158 + ar + + = - -
epitelioides
Linfocitos +++ +++ R + +++ + +/-
Globias - - = . - + +
Macroéfagos
. - - - - + ++ +++
xantomizados
Erosdo da
. + +/- - - - - -
epiderme
Infiltragao . . - ) i ) )
subepitelial
Destruigdo de
.. ++ +++ ++ + +/- +/- =
nervos dérmicos

Fonte: Hastings RC, 2. edigao, 1994, p. 187.

Todavia, por conta da impossibilidade de se ter, em campo, todas as ferramentas
para esta classificagdo tdo precisa, muita confusdo até hoje existe. Na faixa tuberculoide,
ou seja, T'T, TR e BT, além dos quadros de reacio reversa, os achados histopatologicos sdo
muito semelhantes, e por vezes, indistinguiveis®. Da mesma forma, muitos casos classifi-
cados inicialmente como virchowianos podem ser, realmente, LLp, LLsp ou BL. Também
h4, na prética, muita dificuldade em se distinguir, histopatologicamente, os BB dos BL,
embora os primeiros tenham um infiltrado linfocitario mais intenso®.

Segundo Ridley, a maioria dos pacientes com hanseniase “tuberculoide” seria, na
verdade, BT; da mesma forma, grande parte dos “virchowianos” se originaria de dimor-
fos ndo diagnosticados inicialmente, que perderam a batalha contra o bacilo, tomando
evolutivamente a forma de individuos anérgicos®. Esta perda progressiva de resposta
imunoldgica frente a um agente atéxico, como o Mycobacterium leprae, é hoje conhecida
como “Teoria da Dele¢do Clonal’, descrita por Starlz & Zinkernagel em 1998”. Como em
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qualquer distribui¢do de normalidade, 95% dos individuos estdo dentro de dois desvios
padrdes, ou seja, significa que os extremos sdo incomuns. Em especial, no caso da hanse-
niase, doenca de evolugdo longa e indolente, que afeta individuos social e culturalmente
desfavorecidos, segundo dados do Ministério da Satide, em 70% dos casos. Assim, é espe-
cialmente 16gico esperar-se que formas TT (autolimitadas e assintomaticas), bem como
formas LLp (sintomas escassos e ndo limitantes fisicamente), sejam incomuns®.

Consideracoes sobre o diagndstico clinico e laboratorial

Como explicitado acima, para um profissional experiente, o diagndstico da forma
clinica de hanseniase pode ser realizado, na maioria das vezes, com alto grau de acurdcia,
ap6s uma boa histdria clinica e epidemioldgica e um bom exame dermatoneuroldgico.
Em alguns casos, como quando ha lesdes maculares hipocromicas, a prova da histamina é
util, uma vez que é sempre incompleta. Algumas davidas sobre o diagndstico, entretanto,
podem ocorrer diante de casos dimorfos iniciais; estes muitas vezes sé vao apresentar
sua verdadeira morfologia apds o inicio ou término da poliquimioterapia (PQT). Nestes
casos, a baciloscopia da(s) lesdo(0es) mais infiltrada(s) e de pontos indices, ou mais ra-
ramente, devido a indisponibilidade, a bidpsia da borda de uma lesdo infiltrada, pode ja
prevenir a subclassificagdo de um caso MB como PB®.

Excetuando-se os LLp, que podem ndo apresentar lesdes visiveis, mas onde a
baciloscopia é sempre positiva em pontos indices, e os dimorfos iniciais descritos acima,
via de regra, individuos com multiplas lesdes teriam imunidade celular insuficiente para
conter a disseminagdo bacilar por via hematogénica, ao menos em uma fase inicial. Assim,
pacientes com multiplas lesdes deveriam, portanto, ser classificados, para fins de tratamento,
como MBs, atuais ou em potencial. Da mesma forma, pacientes com comprometimento de
multiplos troncos nervosos, independentemente do comprometimento tegumentar, teriam
também esta mesma deficiéncia imunoldgica, devendo ser classificados também como MBs,
embora a baciloscopia do esfregaco ou da bidpsia de pele resulte negativa em alguns deles’.

Pela classificagdo baseada no numero de lesoes, utilizada atualmente, individuos
dimorfos com multiplas lesdes reacionais de aparecimento abrupto (antes do tratamento
especifico) sao classificados como MBs. Entretanto, se houver menos de 6 lesdes inicial-
mente, e a reagdo s ocorrer apos o inicio da PQT, ou mesmo do seu término, sdo classi-
ficados e tratados erroneamente como PBs®. Dentre estes individuos, que geralmente sdo
BT, a evolugéo frequentemente é desfavoravel quando subtratados, com reagdes recorren-
tes, cortico-dependentes, culminando em “recidiva’ ap6s 7 a 10 anos, em média.

Em relagéo a hanseniase neural primaria (HNP), também conhecida como neural
pura, correspondente a 5% dos casos, o diagnostico baseia-se em uma série de critérios
clinicos, epidemiolégicos, histopatologicos, microbioldgicos, imunoldgicos e eletroneuro-
miograficos, descritos de forma detalhada e recente no Programa Diretrizes, da Associa-
¢do Médica Brasileira®.
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Baciloscopia: coleta de material e coloracao

Tendo-se sempre em conta que a baciloscopia ou bidpsia de pele, mesmo se nega-
tivas, ndo afastam o diagnéstico®, somente ao persistir a davida se o caso em questdo é de
hanseniase MB, cumpre realizar a baciloscopia. Considerada procedimento minimamen-
te invasivo, pode ser coletada por qualquer profissional de nivel técnico. Este procedimen-
to ndo oferece risco de transmissdo por via aérea (aerosol). Para isso, sdo necessarias as
seguintes ferramentas:

- cabo de bisturi niimero 3;

- lamina de bisturi estéril nimero 15;

- lamina de vidro nova, previamente desengordurada, com extremidade fosca para
identificagdo;

- lapis preto HB ntiimero 2;

- caneta para marcar vidro;

- luvas de procedimento;

- alcool 70%;

- algodao hidréfilo;

- esparadrapo;

- pinga Kelly de 14cm;

- borracha de garrote de soro;

- caixa de fésforos ou isqueiro;

- invélucro para prote¢do da lamina de vidro (plastico ou papel proprio).

Apés cuidadoso exame fisico do paciente, seleciona-se a(s) area(s) de coleta, pre-
ferencialmente lesoes, escolhendo-se as mais infiltradas e sempre nas bordas. Caso a lesdo
seja um noddulo, coleta-se no centro, embora nestes casos a baciloscopia de pontos indices
também seja positiva (hanseniase virchowiana). Por motivos 6bvios, para fins diagnds-
ticos, ndo se coleta material de lesdes reacionais, ja que o diagnostico de hanseniase MB
normalmente ja esta confirmado por meio da avaliacdo clinica, a qual, geralmente, de-
monstrara presenca de neurite associada.

A técnica correta consiste nas seguintes etapas: marcam-se 4 circulos no verso da
lamina de vidro para orienta¢do da colocagio dos esfregacos. Identifica-se, em formuléario
proprio, os locais de coleta respectivos. Apos a lavagem de maos, calga-se as luvas, faz-se
a antissepsia dos locais de coleta com dlcool 70%. A isquemia do local da coleta pode ser
feita por meio de pincamento digital, distensao manual da pele, ou com auxilio da pinga,
cujas pontas devem estar revestidas com a borracha de garrote (Foto 1). Com o bisturi,
introduz-se o fio da lamina até atingir o derma reticular superficial (2 a 3mm), o que gera
uma incisdo de 5 a 7mm de comprimento. Com a parte ndo cortante do bisturi, cureta-se
o fundo da incisdo para coleta das células parasitadas (Foto 2). Semeia-se na lamina de
vidro, espera-se secar ao ar ambiente por 10 a 15 minutos. Fixa-se em algodao totalmente
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embebido em dlcool 70% por 6 segundos, passando-se a parte inferior da lamina sobre a
chama. O material entdo estd pronto para ser corado. Se a lamina néo for corada imedia-
tamente, recomenda-se guarda-la em frasco proprio, ao abrigo da luz, sujeira e calor, por
no maximo 1 semana.

Quanto a coloragio, em virtude da menor alcool-acido-resisténcia da parede celu-
lar do M. leprae, deve-se utilizar fucsina fenicada de Ziehl a 1%, corando-se pelo método
a frio (nunca a quente, como na tuberculose) por 20 minutos. Deve-se filtrar a fucsina
sempre em papel filtro, sobre a lamina, na hora da coloragio, sob pena de haver depésito
de cristais do corante, que podem ser interpretados erroneamente como bacilos integros.
Escorre-se 0 excesso, e descora-se com alcool-acido a 1% (nunca a 3%, como na tubercu-
lose) por no maximo 10 segundos. Lava-se gentilmente em dgua para parar o processo.
Contracora-se com azul de metileno 0,3% por 2 minutos. Espera-se secar ao ar ambiente
para leitura em microscépio Otico em aumento 1000x. Para a quantificagdo de bacilos,
utiliza-se a Escala Logaritmica de Ridley, que varia de zero a seis cruzes'. O Indice Ba-
ciloscopico (IB) serd obtido pela média dos 4 campos. Se possivel, o Indice Morfoldgico
(IM) também deverd ser fornecido; este é obtido pela razao entre o numero de bacilos
aparentemente integros e o total.

Histopatologia

Embora considerado o método mais sensivel e especifico para o diagnéstico de
todas as doengas causadas por parasitas intracelulares obrigatdrios, o exame anatomopa-
toldgico é caro, demorado e ainda pode gerar resultados falso-negativos por conta de trés
fatores: qualidade do material enviado e da histotécnica, representatividade da amostra e
experiéncia do profissional avaliador. Nao incomumente, material de bidpsia de pele che-
ga aos laboratérios mal fixado, esmagado ou sem informagdes que permitam ao patolo-
gista um diagndstico acurado. Bidpsia de lesdo regressiva, ou do centro da lesdo, também
pode gerar um resultado incompativel com o diagndstico correto. Particularmente nos
casos de hansenfase com comprometimento preferencialmente neural, principalmente
nos BT, pode haver baciloscopia rica dentro dos nervos e ausente ou escassa na pele’.

Quando, entdo, deve ser solicitada a biopsia de pele? Em linhas gerais, nos seguin-
tes casos:

- quando ndo ha possibilidade de avaliagio adequada da sensibilidade cutanea,
como em deficientes mentais e criancas, por exemplo;

- para diferenciar quadros dimorfos iniciais de hanseniase indeterminada ou
tuberculoide;

- nos casos em que ha duvida entre hanseniase e outras doengas que cursam com
hipoestesia local, como esclerodermia, necrobiose lipoidica e meralgia/notalgia
parestésica;

- nos pacientes que ndo querem se submeter a baciloscopia.
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O espécime deve ser coletado pelo profissional médico apenas, e todo os materiais,
bem como a técnica, utilizados no procedimento, deve ser estéril. Apds cuidadoso exame
dermatoneuroldgico, o(s) local(is) selecionado(s) deve(m) ser anestesiado(s) com xilo-
caina com epinefrina, com excec¢do de dedos ou pénis, onde ndo se utiliza vasoconstritor
associado. Este tipo de anestésico, quando a bidpsia é realizada com o auxilio de um punch
nimero 5, dispensa a necessidade de sutura hemostatica, com excegido de face e membros
inferiores, onde o sangramento normalmente é mais profuso'*.

Se nao houver disponibilidade de um punch numero 5, pode ser realizada a bidpsia
em fuso por meio de bisturi, com pelo menos 5mm de largura por 1cm de comprimento,
onde o tecido celular subcuténeo deve estar presente. Evitar lesdes ulceradas ou com infec-
¢do secundaria, que podem mascarar um quadro subjacente de hanseniase. Jamais pingar
o material, para evitar artefatos de esmagamento; na pior das hipdteses, admite-se a trans-
fixagdo com agulha ou gancho. Colocar o material coletado em solugdo de formalina 10%,
se possivel formol tamponado. Jamais utilizar formol puro (formalina 37 a 40%), pois esta
solucdo é muito dcida, causa ultrafixa¢io, resseca o material e inviabiliza coloragdes espe-
ciais. Apos homogeneizagio da solugio saturada de formalina, obtida normalmente pelo
aquecimento em banho-maria, deve-se diluir uma parte deste formol puro em 9 partes de
agua limpa, obtendo-se assim formol a 10%. Este tltimo pode ser utilizado para biépsias de
pele, ou até mesmo de nervos. A quantidade de formol a 10% deve ser de 5 a 10 vezes o vo-
lume da pega, ou seja, cerca de 5 a 10ml. O frasco a ser utilizado deve impedir o vazamento
do formol, ou seja, deve ser preferencialmente de vidro com tampa de borracha, vedado
com esparadrapo, e cada fragmento deve ser colocado em frasco isolado e identificado
com o local da coleta. Os seguintes dados devem estar presentes na requisi¢do: hipdteses
clinicas; tempo de doenga; nimero, forma (drea de pele, maculas, placas, nédulos) e modo
de aparecimento das lesdes, se o paciente ja tratou ou ndo e hd quanto tempo'2.

Lembrar sempre que os resultados de qualquer exame laboratorial devem ser cor-
relacionados com a clinica. Os resultados devem ser informados de acordo com a clas-
sificacdo de R&]J, embora lesoes regressivas possam ser laudadas como compativeis com
hanseniase MB ou PB. Bidpsias de ramos nervosos superficiais, raramente necessarias,
devem ser feitas em centros de referéncia e em udltimo caso, conforme as Diretrizes da
AMB para diagndstico de HNP™.

Reacao de Mitsuda e Sorologia

A reagdo de Mitsuda, cujo antigeno é a mitsudina, ¢ um preparado obtido a partir de
hansenomas de pacientes virchowianos nao tratados. O antigeno de Mitsuda é fabricado e
fornecido por alguns centros de referéncia, e sua disponibiliza¢io é crucialmente dependen-
te de material enviado para estes centros. Por este motivo, geralmente nao ¢ de facil obtengao
pela rede basica, ou mesmo centros de referéncia. Possui forte correlacdo negativa com a so-
rologia, e esta tiltima apresenta forte correlacdo positiva com a baciloscopia. Individuos com
reagdo de Mitsuda cujo didmetro é maior que 10mm, ou ulcerada, sdo geralmente resistentes
a0 bacilo, e ndo adoecem, ou no maximo desenvolvem a forma T'T, autolimitada. Quando a
reagdo é maior que 5 e menor que 10mm, normalmente indica formas que cursam com rea-
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¢oes tipo 1 (BT e TR). Entre 3 e 5mm, sdo indicativas de hanseniase dimorfa, e abaixo disso
indicam anergia virtual ao bacilo, ou seja, individuos na faixa virchowiana’.

A reagdo de Mitsuda, portanto, nao serve para diagnostico, mas sim para prognos-
tico. Segundo Bechelli, as criangas nascem com reagdo de Mitsuda negativa, mas a maioria
delas é positiva até os 10 anos. A vacina¢do BCG pode abreviar esta conversdo, porém niao
modifica a resposta ja formada, ou seja, um dimorfo jamais tera um Mitsuda fortemente
reator, nem um virchowiano apresentara conversio apds ser vacinado’. Assim, a “prote-
¢40” pela vacinagdo com BCG talvez s6 ocorra em pacientes BT, ou nas formas indetermi-
nadas que evoluiriam naturalmente para TT®.

A sorologia para hanseniase ja é conhecida desde a década de 1980, quando foi
descoberta a parte mais imunoldgica e especifica da parede celular do bacilo, do ponto de
vista humoral: o glicolipideo fenélico 1, ou PGLI. Niveis altos de IgM anti-PGLI indicam
doenga MB nio tratada ou recente, ou exposi¢ao intensa e recente ao M. leprae, com alto
risco de adoecimento. A sorologia também ¢ ttil em individuos neurais puros MB, mas a
técnica falha em detectar individuos PB ou alguns dimorfos recentes'*. Mais recentemen-
te, um teste rapido foi desenvolvido para ser utilizado em campo, denominado ML-Flow,
que posteriormente foi sensibilizado pela adi¢do de outro antigeno, chamado LID1. O
teste atual possui aproximadamente 95% de sensibilidade para formas MBs, mas ainda as-
sim falha em detectar individuos com hanseniase indeterminada e TT. Estes testes rdpidos
estdo sendo testados em campo e deverio ser disponibilizados em breve.

Avancos e desafios sobre o diagnostico e tratamento da hanseniase

Quando a efetiva implantagdo da PQT ocorreu no Brasil, no inicio da década de
1990, houve muita resisténcia, por conta de hansenologistas de renome, em admitir a pos-
sibilidade de cura de uma doenga até entdo considerada cronica. O problema maior era
indicar, com seguranga, quais os pacientes deveriam receber o esquema PB. Em principio,
este esquema de monoterapia didria com dapsona acrescido de rifampicina, uma vez por
més, deveria ser reservado apenas para os individuos T'T, bem como para os indetermi-
nados com reagdo de Mitsuda positiva, que tendem a se curar espontaneamente. Como
o antigeno de Mitsuda, assim como a baciloscopia e bidpsia sdo normalmente indisponi-
veis em campo, e a maioria dos individuos doentes pertence ao grupo dimorfo, que tem
algum grau de imunidade celular, admitiu-se que todos os indeterminados poderiam ser
tratados com o mesmo esquema (PB). Alguns especialistas, entretanto, postulavam que o
esquema deveria ser iinico, ou seja, esquema MB por 1 ano para todos os casos, podendo
ser estendido para os individuos virchowianos muito avangados.

Hoje, sabe-se que a maioria dos casos MB, que sdo dimorfos, pode ser curada apds
1 ano de PQT. Em alguns casos virchowianos, o tratamento deve ser estendido por 2 anos,
ja que a taxa de resisténcia multipla a drogas ¢ baixa. Em estudo recente realizado em drea
endémica do Brasil, com quase 2000 pacientes tratados com PQT e seguidos por até 10
anos, a taxa de recidiva em pacientes tratados com PQT MB foi menor que 2%. Dentre
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os individuos que recidivaram, metade deles era formada por pacientes que receberam o
diagndstico de hanseniase T'T, foram tratados com PQT PB, mas na evolug¢éo observou-se
que eram, de fato, BTS, ou seja, deveriam ter sido tratados como MBs.

Como na tuberculose, uma alternativa pratica seria se adotar um esquema tnico
MB de 1 ano para todos os pacientes, ja que os TT e indeterminados sdo raros na pratica
diaria. Isto tornaria desnecessaria a realizacdo de baciloscopia, uma vez confirmado o
diagnostico clinico. Considerando-se que a dapsona é a principal droga associada a rea-
¢des graves aos medicamentos da PQT, que estas reacdes ocorrem quase sempre no inicio
do tratamento, e que a clofazimina possui, além de atividade antibacteriana, a¢do anti-in-
flamatoria, a Unica “contraindica¢do” de tal esquema unico seria o aumento da prevalén-
cia. Entretanto, as taxas de cura, certamente, seriam muito mais aceitaveis que as atuais,
uma vez que as recidivas, na maioria das vezes, devem-se aos tratamentos insuficientes de
pacientes dimorfos com esquemas PB.

Figuras 1, 2 e 3: Coleta de baciloscopia de lesoes e de pontos indices:
onde nao ha possibilidade de se utilizar a pinca, deve-se fazer o
pincamento digital, ou distensao da lesao. Se houver inexperiéncia,
orienta-se utilizar a pinca protegida por borracha de garrote de soro.

Figura 1 Figura 2

Figura 3
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Figuras 4 e 5: O material curetado das lesoes deve ser colocado em uma lamina
previamente marcada. Espera-se secar ao ar ambiente, e em seguida, passa-se na
chama de um algodao embebido em alcool 70% por 6 segundos. O material assim

obtido pode ser facilmente corado e lido.

Figura 4 Figura 5
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