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ARTIGO/ARTICLE

Estudo comparativo entre reacao de Mitsuda e antigenos
leucocitarios humanos em pacientes hansenianos

Comparative study between the Mitsuda test and the human
leukocyte antigens in leprosy patients

Fabiana Covolo de Souza', Elaine Valim Camarinha Marcos', Somei Ura?,
Paula Araujo Opromolla® e Maria Esther Salles Nogueira'

RESUMO

Neste estudo, propomos comparar o teste cutdneo de Mitsuda e os alelos HIA-DR2/HLA-DR3 e HLA-DQ1 relacionados com as formas clinicas
da banseniase em 176 pacientes (50 TT, 50 LL e 76 B). Os resultados obtidos ndo revelaram associagio entre reagdo de Mitsuda e os alelos
HIA nas formas clinicas isoladas; no entanto, quando analisados de acordo com a resposta ao teste de Mitsuda, associagdo significativa foi
encontrada entre os pacientes Mitsuda negativos e HIA-DQI (p=0,002). Ndo foi observada associagdo entre reagdo de Mitsuda positiva e alelos
HIA-DR2/DR3. Concluimos que existe importante participagdo do alelo HIA-DQI na auséncia de resposta ao teste de Mitsuda. Sugerimos
estudos mais especificos para este alelo.
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ABSTRACT

In this study, we aimed to compare the Mitsuda skin test with the alleles HLA-DR2/HLA-DR3 and HLA-DQI, in relation to the clinical forms
of leprosy in 176 patients (50 TT, 50 LL and 76 B). The results obtained did not reveal any association between the Mitsuda reaction and the
HIA alleles in the clinical forms isolated. However, when analyzed according to Mitsuda test response, a significant association was found
between patients with negative Mitsuda reaction and HLA-DQ1 (p=0.002). No association was observed between positive Mitsuda reaction
and the HLA-DR2/DR3 alleles. We concluded that the allele HLA-DQ1 has an important participation when there is no response to the Mitsuda
test. We suggest that more specific studies should be developed on this allele.
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Hanseniase é doenca infecciosa cronica, causada pelo
Mycobacterium leprae (M. leprae)>*, com incidéncia anual de
aproximadamente 400.000 casos no mundo*” e 30.000 no Brasil®,
£ considerada grave problema de satde piiblica e social, devido
as seqiielas fisicas e deformidades permanentes que o paciente
manifesta®.

As diferentes formas clinicas da doenga expressam o grau
de imunidade especifica do hospedeiro contra o bacilo'.
Fundamentado nos critérios estabelecidos por Ridley & Jopling?',
é classificada em cinco formas polares e interpolares: a forma
tuberculéide (TT) com resposta imune eficiente e a virchoviana
(LL) com resposta ineficaz. As formas interpolares representam
o grupo dimorfo (BB, BT, BL), que apresentam manifestacoes
clinicas e imunoldgicas varidveis entre os pélos TT e LL.

Areagdo cutanea de Mitsuda consiste em um teste oficialmente
aceito como critério de classificacio e prognéstico da hanseniase
e constitui parametro imunoldgico para avaliar a resposta tardia a
uma seqiiéncia de eventos que se seguem 2 fagocitose dos bacilos
contidos na suspensdo, pelos histidcitos'’. Através deste, é possivel
avaliar a resposta imune celular nos individuos, resposta esta,
que estd intimamente relacionada a progressdo e manifesta¢io
clinica da doenga? 3.

No consenso geral, pacientes TT sao definidos como Mitsuda
positivos e LL como Mitsuda negativos. Os grupos interpolares
apresentam reagdes varidveis dependendo do grau de imunidade
do paciente.

0 complexo HILA, na hanseniase, comegou a ser estudado
na tentativa de elucidar os mecanismos de suscetibilidade ou
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de resisténcia para a doenca, uma vez que estes alelos atuam
de forma direta na resposta imune, através da apresentacio do
peptideo antigénico ao linfécito T*®. Associagdes positivas entre
TT e alelos HLA-DR2, HLA-DR3 e entre LL e o alelo HLA-DQ1 tém
sido descritas em diferentes populagdes do mundo®®!72425%,

Estudos' ' tém demonstrado que o complexo HLA, na
hanseniase, participa na modulagio e manifestacio das formas
clinicas da doenca, e ndo influencia na suscetibilidade para a
infecciio propriamente dita. Assim, tanto a reacio de Mitsuda
como o complexo HLA atuam no progndstico da hanseniase, ou
seja, individuos Mitsuda positivos portadores do alelo HLA-DR2 ou
HILA-DR3 teriam maior probabilidade de desenvolver a forma TT; e
os Mitsuda negativos portadores do alelo HLA-DQI, a forma LL.

Fundamentado na premissa supracitada e na falta de
dados na literatura, este estudo foi proposto, com o objetivo
de verificar a concordéncia entre os resultados da reagio de
Mitsuda comparados aos alelos HLA de classe II (I16cus DRB1* e
DQB1*) nas diferentes formas clinicas da hanseniase visando a
melhor compreensdo dos mecanismos imunolégicos envolvidos
na patogenia desta doenca.

MATERIAL E METODOS

Pacientes. Participaram do estudo 176 pacientes, classificados
de acordo com os critérios estabelecidos por Ridley & Jopling,
distribuidos em TT (n=50), BT (n=22), BB (n=29), BL (n=25) e
LL (n=50) diagnosticados no Servio de Dermatologia do Instituto
Lauro de Souza Lima (ILSL) de Bauru-SP.

Aspectos éticos. Todos os pacientes foram informados e
concordaram em participar da pesquisa assinando o Termo de
Consentimento Informado Livre e Esclarecido, de acordo com
a Resolugio 196 do Conselho Nacional de Satide. O projeto foi
aprovado pela Comissdo Cientifica e pelo Comité de Ftica em
Pesquisa do ILSL, sob n°® 0202.

Teste de Mitsuda'. Suspensio injetada na face anterior do
brago, por via intradérmica, 0,1ml na concentracio de 6,0 x 107
M. leprae/ml, preparada na propria instituico. A leitura clinica da
reaco foi realizada 28 dias ap6s a injecdo do antigeno. Calculou-se
amédia aritmética dos dois maiores didmetros do nédulo, conforme
critérios propostos pelo Congresso Mundial de Leprologia'®, descritos
aseguir: Negativo (-) auséncia de resposta; Duvidoso (+) infiltracio
com difimetro < 3mm; Positivo (+) infiltragio com didmetro entre
3 e 5mm; Positivo (++) infiltragdo com didmetro > 5mm,; Positivo
(+++) infiltracdio com didmetro > 10mm e ulcerado.

Tipificacdo dos antigenos leucocitirios humanos. HLA
de classe II 16cus DRB1* (DRB1*01-16) e DQB1* (DQB1*01-
09) foram realizadas através da extracio de DNA pela técnica
de Salting out" e pelo método de PCR-SSP, utilizando-se kits
comerciais de baixa resolu¢io da marca One-Lambda-USA.

Andlise estatistica. Teste do Qui-quadrado foi utilizado para
detecciio de associacio entre os resultados do teste de Mitsuda
e alelos HIA. As andlises estatisticas foram realizadas ao nivel de
5% de significAncia com o emprego do pacote estatistico SPSS
11.0 para Windows.

RESULTADOS

0 grupo TT revelou 100% de positividade para o teste de
Mitsuda, o padrio de leitura foi positivo* (16%); positivo**
(68%) e positivo*** (16%). O didmetro da induragio variou entre
4,0mm a 18,0mm e o valor médio dos resultados 7,5mm (+2,6).
Os alelos HLA-DR2 e HLA-DR3 neste grupo representaram 46%
(p=0,005) da amostra (Tabela 1).

Pacientes LL demonstraram 100% de negatividade ao teste
de Mitsuda. O alelo HLA-DQ1 representou 74% (p>0,005) nesta
forma (Tabela 2).

Tabela 1 - Distribuicdo da presenca de alelo HLA-DR2 (HLA-DRB1%15
e HIA-DRB1%16) e HIA- DR3 (HLA- DRB1*17 e HIA-DRB1%18) em 50
pacientes TT com reagdo de Mitsuda positivos.

Presenca do alelo

Fenétipo Alelo HLA " pacientes com o alelo
DR2 DRB1*15 12 24,0

DRB1*16 2 4,0
DR3 DRB1*17 4 8,0

DRB1*18 4 8,0
DR2+DR3 DRB1*15 + DRB1*17 1 2,0
Outros marcadores 27 54,0
Total 50 100,0

Tabela 2- Distribuicdo da presenca de alelos HLA-DQ1(HLA-DQB1+05 e
HIA-DQB1%06) nos 50 pacientes LL com reagdo de Mitsuda negativa.

Presenca do alelo

Fenétipo Alelo HLA m
%

D1 DQB1#05 17 34,0
DQB1*06 14 28,0

DQBI*05 e DQBI1*06 6 12,0

Outros marcadores 13 26,0
Total 50 100,0

No grupo B, o padrdo da leitura clinica do teste foi negativo
(48,7%); duvidoso (5,2%); positivo* (30,3%) e positivo**
(15,8%). O diametro da induragio variou entre negativo a 7,5mm,
representando uma média de 2,4mm. (£2,5). Neste grupo, nio
foi possivel realizar a comparacio entre reacio de Mitsuda e
alelos HLA uma vez que nio foi encontrado nenhum alelo HLA
associado a esta forma clinica da doenca.

Quando a andlise dos resultados foi realizada, segundo a
resposta ao teste de Mitsuda e independente da forma clinica,
dos 176 pacientes estudados, verificou-se positividade para o
teste de Mitsuda em 85 (48,3%), destes, 43,5% possuiam o
alelo HLA-DR2 ou HLA-DR3 ndo confirmando associacio entre
reagio de Mitsuda positivo e alelo HLA-DR2/DR3 pelo teste do
Qui-quadrado (p> 0,05). Contudo, 91 pacientes (51,7%) que
demonstraram negatividade ao teste de Mitsuda, 65,9% possuiam
o alelo HLA-DQ1. Verificou-se associacdo entre reacio de Mitsuda
negativo e alelo HLA-DQ1 em nivel descritivo de 0,002, pelo teste
do Qui-quadrado (Tabela 3).
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Tabela 3- Distribuicdo de 85 pacientes b Mitsuda positi
quanto a presenga de alelo HLIA-DRB1%15 ou HIA-DRB1%16 (HIA-DR2),
HIA-DRB1%17 ou HIA-DRB1+18 (HLA-DR3) e de 91 pacientes Mitsuda
negativos quanto a presenca do alelo HIA-DQB1%05 ou HIA-DQB1%06
(HIA-DQ1).

Presenca de alelo HLA nos pacientes

sim nio
Reagio de Mitsuda n° % n® % p* Total
Positivo' 37 435 48 56,5 0,233 85
Negativo® 60 659 31 34,1 0,002 91
Total 176

* teste de Qui-quadrado, gl = 1.
1. em relacdo a HLA-DR2 e HLA-DR3
2. em relacio a HLA-DQ1.

DISCUSSAO

No presente estudo, avaliou-se a concordéncia entre a reagio
de Mitsuda e alelos HLA-DR2/DR3 e HLA-DQ1 em 176 pacientes
portadores de hanseniase classificados segundo os critérios
estabelecidos por Ridley & Jopling?..

Os resultados da reacio de Mitsuda, no grupo de pacientes
estudados, concordaram com a descri¢iio da literatura na
qual evidencia que pacientes TT sdo Mitsuda positivos, LL
Mitsuda negativos e os B, geralmente, fracamente positivos ou
negativos.,

Quando comparados os resultados da reacio de Mitsuda com
os alelos HLA-DR2 e HLA-DR3 na forma TT, assim como HLA-DQ1
na forma LL, ndo foi possivel estabelecer relacdo significativa
entre estes resultados.

Cabe ressaltar que no grupo B, até o momento, ndo existe
descrito na literatura nenhum alelo HLA associado a esta forma
da doenca, portanto para este grupo, inicialmente foi realizado
um estudo de associacio entre alelos HLA e B. O resultado deste
estudo ndo demonstrou nenhuma associacio dos alelos HLA
neste grupo, impossibilitando a comparacdo com a reagio de
Mitsuda.

Baseado nas descricoes de Ottenhoff'” e Britton® que
postularam o alelo HLA-DR2 e/ou HLA-DR3 relacionado 2 inducio
de uma resposta imune celular eficiente contra o M. leprae
e reacdo de Mitsuda positiva, o alelo HLA-DQIrelacionado a
resposta imune deficiente e reacdo de Mitsuda negativa, e a falta
de concordancia observada nos resultados descritos inicialmente
neste estudo, uma nova andlise foi proposta, na qual os pacientes
foram separados de acordo com a resposta ao teste de Mitsuda.

No grupo de pacientes com a reagio de Mitsuda positiva
persistiu a falta de relagiio com os alelos HLA, discordando da
literatura que sugere a participagio dos alelos HLA-DR2 e HIA-
DR3 na resposta positiva da reacdo de Mitsuda’® "7,

Ottenhoff e cols'® em estudo envolvendo pacientes BT
reacionais e nio reacionais, verificaram associagio do HLA-DR3
com a resposta fortemente positiva da reagdo de Mitsuda no grupo
reacional. Segundo os autores, a freqiiéncia elevada do HLA-DR3
sugere a participacio deste na imunidade celular dos pacientes
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que sofrem o surto reacional, fato também observado por Marcos
e cols®, em estudo com pacientes TT e BB reacionais.

A discordancia entre os resultados obtidos em nosso estudo
com os dados da literatura pode ser justificada nas caracteristicas
peculiares que envolvem o complexo HLA, como o polimorfismo,
heranga genética, a variacio da freqiiéncia dos alelos observada
entre as diferentes etnias®, além do pequeno niimero de pacientes
envolvidos. Sendo assim, estudos neste contexto devem ser
analisados individualmente para que suas particularidades sejam
percebidas'.

Quando analisados os grupos de acordo com a resposta o teste
de Mitsuda, no grupo com reacio de Mitsuda negativa, foi possivel
detectar associacio estatisticamente significante em nivel descritivo
de 0,002, pelo teste do Qui-quadrado, sugerindo o envolvimento
do alelo HLA-DQ1 na resposta imune deficiente contra o M. leprae,
corroborando os dados da literatura® ®.

Considerando que antigenos iguais sdo reconhecidos tanto
por individuos que adoecem quanto por individuos que nunca
irdo desenvolver a doenga e que diferengas sdo observadas
na habilidade desses individuos em responder a0s mesmos
antigenos'” infere-se que possa ser o peptideo antigénico
apresentado pelo alelo HLA-DQ1 o responsivel pela auséncia de
imunidade celular observada nos pacientes nio respondedores
20 teste de Mitsuda.

Fundamentado nos resultados obtidos, foi possivel verificar
o perfil de resposta imune celular especifica para o M. leprae e a
distribuicio dos alelos HLA sob os aspectos considerados: formas
clinicas e positividade ao teste de Mitsuda. Todavia, os estudos
devem ser ampliados para que se possa avaliar e compreender,
com maior fidelidade, mecanismos como os de imunoregulacio,
fisiopatologia e evidenciar a participagio destes componentes na
infecciio hansénica, para que diagndsticos mais precisos sejam
firmados e novas terapéuticas sejam instituidas.
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