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A coloracao de, lipidios pelo Sudao lll. Importancia na classificacao
histopatoldgica da hanseniase (*)

RENE GARRIDO NEVES (**)

RESUMO — 1°) As técnicas de coloracéo para lipidios devem ser realizadas,
rotineiramente, ao lado da Hematoxilina eosin e da coloracao de bacilos a fim de
aumentar a precisdo diagnostica das diversas formes clinicas da Hanseniase.

2.°) O Sudao III usado em 8972 casos permite concluir que, apesar dos pequenos
inconvenientes da facil cristalizacdo e descoramento das preparacdes € imprescindivel a
correcao do diagnoéstico histopatologico.

3.°) Na Hanseniase Indeterminada a pesquisa de lipidio patologico € sempre negativa.
Alguns casos clinicamente diagnosticados como Indeterminados revelaram tratar-se de
Hanseniase Virchowiana incipiente ou em fase de transicdo gragasao achado de células de
Virchow tipicas com o duplo componente bacilos-lipidio. Somente o emprego obrigatério da
coloracao para lipidios despista estes casos.

4.°) Na Hanseniase Tuberculéide, com granulomas quiescentes a pesquisa de
lipidios € sempre negativa.

5.°) Na Hanseniase Tubercul6ide reacional a pesquisa de lipidio anormal é negativa
porém gracas ao edema que desestrutura os granulomas aparece uma tonalidade amarelada,
clara e difusa.

Isto se deve a solubilizacdo parcial do corante no liquido de edema que contém uma
fracao de lipéides normais. Um patologista ndo familiarizado com esta imagem poderia consi-
dera-la como positiva (é portanto falso-positiva).

8.°) Consideramos como Hanseniase Tuberculéide em reacdo quando nem todos os
granulomas apresentam edema separando as células epitelidides; a cor amarelada difusa
somente € observada nos que estiverem nesta fase de transicao.

7.°) Na Hanseniase Virchowiana em atividade a pesquisa de lipidios foi positiva em
mais de 99% dos casos.

8.°) Na Hanseniase Virchowiana em regresséo e residual a presenca de lipidios é
praticamente de 100%.

No estadio final a deposicao do lipidio se faz também no interior de grandes vactolos,
cavidades e no citoplasma de células gigantes do tipo corpo estranho.

9.°) Na Hanseniase Dimorfa encontramos positividade em 75,9% dos casos.

10.°) Na Hanseniase Dimorfa € multo importante o reconhecimento dos 2 tipos de
imagem pois elas podem estar presentes na mesma preparacio:

— lipidio localizado grumoso e nitido, nas células de Virchow;

— lipidio difuso, amarelo claro, nos granulomas tuberculéides com edema.

Termos indice: Lipidios, Sudao III, Hanseniase, Célula de Virchow, Indeterminada, Virchowiana
Tuberculéide, Dimorfa.

(*) Trabalho de habilitacdo ao Titulo de Mestre apresentado no Curso de Pds-Graduacdao em Dermatologia e
Sifilografia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal Fluminense — Niter6i — Estado do Rio de
Janeiro. 1976.

(**) Médico Encarregado. da Turma de Anatomia Patolégica do ex-Instituto de Leprologia do Ministério da Saude.
Rio. Brasil.
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1. HISTORICO

A degeneracao lipidica foi referida
por Virchow (43), em 1864, principal-
mente nas lesées mais antigas. Hansen
(19), em 1871, utilizando o acido 6s-
mico identifica os bacilos e realiza a
primeira coloracdo dos lipidios. Em
1893, Philippson (30), utilizando ainda
o 6smio descreve o aspecto finamente
granular do lipidio e a sua locali-
zacao intra-citoplasmatica, principal-
mente, nas paredes dos vacuolos. Mit-
suda (29) emprega em 1902 o Sudao
III e demonstra que a vacuolizacdo ce-
lular ndo era provocada por edema e
sim por substancia gordurosa. Atribui
a Unna prioridade do reconhecimento
da natureza lipidica dos vacuolos da
célula de Virchow.

Trabalhos posteriores ampliaram os
conhecimentos relativos ao aspecto
morfologico da deposicdo dos lipidios na
célula, a sua origem e a sua composicao
bioquimica, bastando citar os de Ceder-
creutz (10), Herxheimer (21), Stein
(40, 41) e Kedrowsky (22). Os pri-
meiros a realizarem estudo sobre a
presenca de lipidios relacionando com
as formas clinicas na Classificacao Sul
Americana foram Rath de Souza e
Alayon (38) em 1942, no nosso pads.
Azulay & Andrade (3, 4, 6, 6) tendo
implantado, rotineiramente, a técnica de
coloracao pelo Sudao III no laboratoério
do ex-Instituto de Leprologia do Rio de
Janeiro, desde 1948, publicaram suces-
sivos trabalhos baseados em notavel
acervo — a Ultima e expressiva casuis-
tica registrava a analise de 7375 pre-
paracoes.

Os estudos mais recentes como os de
Harada (20), Sugai (42), Ghosh et al.
(18) e Sakurai & Skinsnes, (36, 37) sao
orientados para a histoquimica e a cro-
matografia dos lipidios das lesées han-
senoéticas.
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2. COLORACAO DE LIPIDIOS

Os corantes usados, naturais ou sin-
téticos, sao lipossoluveis e insoltiveis na
agua. 0 mecanismo de coloracdo € pu-
ramente fisico e, segundo Lison (27)
— "ha uma simples transferéncia de
cor de um solvente mediocre para um
bom solvente". Obedece a lei da parti-
cao cromatica de Berthelot — o coran-
te é dissolvido numa mistura de um
solvente organico e agua, em propor-
cdo adequada, de modo que o coefi-
ciente de particdo entre a mistura
€ 0 corpo graxo seja muito pequeno.
Quando os cortes histologicos sao colo-
cados nesta solucdo, o corante se dis-
solvera em alta concentracdo nos lipi-
dios. Deve-se preservar ao maximo o li-
pidio existente nos tecidos, evitan-
do-se a sua solubilizacao no solvente do
corante. Assim sendo, é indispensavel
que os solventes sejam solucoes hidro-
alcodlicas, atendendo a lei da particao
— "se um soluto se distribui entre duas
fases liquidas a relacdo das concentra-
¢oes no equilibrio € uma constante".

Castro (9) explica do seguinte modo:
"o alcool absoluto dissolve o corante em
boa proporcdo mas solubiliza, parcial-
mente, o lipidio; a agua nao dissolve o
corante nem o lipidio porém mistura-se
bem ao alcool; o corante é soluvel ao
mesmo tempo no alcool e no lipidio".

O Sudao I (benzeno-azobenzeno-
azobetanaftol) foi introduzido em téc-
nica histolégica em 1896 por Daddi
(11). Na técnica original o corante é
dissolvido a saturacdo na mistura, em
partes iguais, de alcool a 70% e ace-
tona; veja-se Lillie (28) e Fernan-
des (15). Apesar da existéncia atual
de outros corantes como o Sudao IV ou
Escarlate R, o Sudao negro B, o "Oil
red O", o "Oil red 4 B", ele continua
sendo dos mais utilizados. Inclui-se
entre os corantes gerais de evidenciacdo
de lipidios, e as principais deficiéncias
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apontadas sdo: a cristalizacdo e o facil
descoramento das preparacdes histolo-
gicas. A cristalizacdo decorre das so-
lugoes saturadas do corante e da acao
desidratante dos preparados usados na
montagem das laminas. As apresenta-
coes comerciais nao apresentam com-
posicdo quimica uniforme e, segundo
Romeis (35), contém basicamente 3 co-
rantes, dos quais apenas um parece ser
atuante. A heterogeneidade observada
parece, entretanto, ter utilidade pratica,
pois, diferencas tintoriais serdo observa-
das entre a gordura normal e a pato-
légica de composicdo quimica e lipofilia
diversas.

3. TECNICAS DE COLORACAO

3.1 Técnica de coloracao para
lipidios — Sudao I1I
(método de rotina usado
no Instituto de Leprolo-
gia)

3.1.1 Fazer cortes em congela-

c¢do com 10 a 15 micra de
espessura

3.1.2 Colocar os cortes n'agua
comum

3.1.3 Passar os cortes n'agua
destilada

3.1.4 Passar, rapidamente, no
alcool a 70%

3.1.5 Corar pelo Sudao III du-
rante 15 minutos em
frasco comum com rolha
de plastico ou em vidro
de relogio

.1.6 Lavar no alcool a 70%
.1.7 Lavar n'agua destilada
(duas passagens)

3.1.8 Corar pela hematoxilina de
Harris durante meio a um
minuto

w W
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3.1.9 Lavar n'agua destilada

3.1.10 Passar n'agua amoniacal
— placa de Petri com
agua e 5 gotas de amonia

3.1.11 Distender os cortes sobre
lamina e deixar escorrer
o excesso de agua

3.1.12 Montar em geléia de
Kaiser

3.1.13 Fechar as bordas da la-
mina com esmalte de
unhas incolor.

Preparo dos corant
a) Sudao Il 95} ad
Alcool a70%

Acetona
Sudao IIT ........... até saturacao

Triturar o corante em grau previa-
mente aquecido e depois acrescentar a
solucdo aos poucos. Deixar na estufa
a 37°C durante 24 horas. Filtrar em
papel de filtro antes de usar. Na pra-
tica utilizamos aproximadamente 1,0 g
do corante para 100,0 ml da mistura
alcool-acetona.

b) Hematoxilina de Harris
Hematoxilina em cris-

tais v 2,5¢g
Alcool 2 95% .....eceunee... 25,0 ml
Alume de potassio ........ 50,0 g
Agua destilada ............ 500,0 ml

Oxido de mercurio .. 1,25 g

Dissolver a hematoxilina no alcool.
Dissolver o alume na agua, aquecendo
um pouco. Misturar as 2 solucoes e le-
var a fervura o mais rapido possivel.
Retirar do fogo e juntar o 6xido de
mercurio. Aquecer novamente até to-
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mar a cor purpura escura (1 minuto,
aproximadamente). Retirar do fogo e
imergir em vasilha com agua fria. Apos o
esfriamento a solucdo estara pronta
para uso.

¢) Gelatina de Kaiser

Gelatina ......oooeveevevvinnnnnnnn. 70¢g
Agua destilada ............... 50,0 ml
Glicerina ............ceeeeeennee. 25,0 ml

Acido fénico

Juntar a gelatina na agua quente,
agitando. Retirar do fogo e acrescentar a
glicerina e, logo a seguir, o acido fénico.

3.2 Técnica de coloracéo para
lipidios
Sudao III. Modificacao de
Inalio de Castro (9)

3.2.1 Fazer cortes em congela-
cao

3.2.2  Passar n'agua destilada

3.2.3 Passarno alcoola 79 GL a
15°C

3.2.4 Deixar na solucdo corante
durante 15 minutos, em
frasco bem arrolhado

3.2.5 Lavar rapidamente no

alcool a 79 GL
3.2.6 Imergir n'agua destilada
3.2.7 Contrastar pela hematoxi-

lina de Delafield diluida ao
terco, 30 a 60 segundos

3.2.8 Lavar n'agua novamente

3.2.9 Passar n'agua amoniacal
a loto

3.2.10 Passar n'agua destilada,
rapidamente

3.2.11 Montar em gelatina de
Kaiser

3.2.12 Fechar as bordas da lamina
para boa conservacao

Reagentes

a) Solucado estoque (A) — 0,2 g de
Sudao III "Grubber" em 100,0 ml de
alcool etilico absoluto.

b) Solucdo de uso (B) — num
frasco de 100 ml colocar 10,0 ml de
alcool absoluto e 0,2 g de colesterol.
Completar o volume de 100 ml, apos a
dissolucao completa do colesterol, com a
solucdo A filtrada. No momento do
emprego colocar 2,0 ml da solucéo B de
uso, filtrada, em tubo de ensaio seco.

Juntar cuidadosamente, e sob agita-
cao constante, gotas de agua destilada
até ligeira turvacdo. Retornar a limpidez
com um minimo de gotas de alcool
absoluto. Tranferir esta solucdo para um
frasco arrolhado onde serdo colocados
os cortes, evitando a evaporacao.

c) Alcool a 79°GL — na pratica
usamos a 80°GL aplicando as tabelas
apropriadas de conversiao de Gay-
Lussac; vide Langeron (25).

Quantidade de agua em ml necessaria a ser acrescentada a 100,0 ml de alcool a diluir

Alcool Alcool a diluir

a
obter 100 99 98 97 96 95 94 93 92
80 29,59 | 27,01 25,47 23,95 22,45 20,95 19,49 18,04 16,61
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d) Hematoxilina de Delafield —
Diluida ao terco e filtrada antes de

usar.
Hematoxilina — 6,4 g
Alume de amoénio —60,0g
Alcool etilico 200,0 ml
Glicerina — 160,0 ml
Agua — 640,0 ml

O modo de preparar é semelhante ao
da Hematoxilina e de Harris porém a
temperatura usada é de 25°C. Somente
deve ser usada 6 ou 8 semanas apos o
preparo (periodo de amadurecimento).
Permanece inalterada durante anos.

f) Solucdo de amoniaco a 1% em
agua destilada, recentemente preparada.

Observagdo — Segundo Castro as
vantagens das modificagdes introduzi-
das sao as seguintes: controle do titulo
alcodlico; cristalizacdo minima do co-
rante nas preparacoes; auséncia do fe-
noémeno de "coacervat" ; resultados mais
constantes, uniformes.

4. RESULTADOS DA COLORACAO
PELO SUDAO III

A aplicacdo da técnica aos cortes
histologicos da pele normal revela a
presenca de gordura normal nas células
adiposas da hipoderme, nos l6bulos das
glandulas sebaceas e entre as laminas
da camada cérnea da epiderme. E
importante assinalar 2 aspectos:

4.1 a tonalidade amarelo-averme-
lhada;

4.2 a homogeneidade da coloracao.
(Microfotografias 1 e 2)

Os resultados tintoriais observados
nos cortes histolégicos de lesdes per-
tencentes as diversas formas de Hanse-
niase podem ser assim resumidos:

na Hanseniase Indeterminada nao
se observa qualquer coloracdo ao
nivel dos infiltrados celulares
quase sempre discretos e constitui-
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dos por linfécitos, histiécitos e
fibroblastos;

na Hanseniase Tuberculdide duas
imagens podem ser apreciadas:

a) nos granulomas tuberculéides
quiescentes, em que as células
epitelidides e gigantes estdo
unidas, sem edema inter ou
intracelular ndo ocorre qual-
quer coloracio;

b) nos granulomas com intenso
edema intercelular e intra-
celular, nos vacuolos das célu-
las epitelidides, vamos obser-
var uma coloracao amarelo-
-palido, difusa; (Microfoto-
grafias n.° 3 e 4) ;

— na Hanseniase Virchowiana vamos
encontrar a deposicao nitida do
corante ao nivel dos infiltrados
conferindo uma cor amarela, bem
diferente da tonalidade da gordu-
ra normal; nas lesdes recentes a
quantidade de lipido pode ser
discreta de aparéncia grumosa
fina ou goticular nas lesdes anti-
gas € frequente o achado de
grandes grumos ocupando enormes
vacuolos ou no interior de células
gigantes, tipo corpo estranho;
(Microfotografias 1, 2 e 5) ;

na Hanseniase Dimorfa, quando
ambas as estruturas sdo concomi-
tantes na mesma preparacdo his-
tologica podemos encontrar as
duas imagens acima descritas,
isto é:

a) coloracdo difusa, amarelo claro
nos infiltrados tuberculdides
em que as células epitelidides
apresentarem edema intra e
intercelular;

b) coloracdo amarelo nitido, lo-
calizada e bem individuali-
zada no citoplasma das células
de Virchow. (Microfotografia
n.° 6).
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Microf. n.° 1 — Lipidio normal, de cor amarelo-avermelhado, na camada cornea; lipidio patolégico, de cor
amarela,no infiltrado Virchowiano.

Microf. n.° 2 — Glandula sebacea com a gordura em amarelo-avermelhado, contrastando com a tonalidade
amarela do lipidio das células de Virchow.
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b i b B

Microf. n.° 3 — Nodulos de células epitelidides e gigantes separadas por edema na Hanseniase Tuberculdide
reacional.Col. Hematoxilina — eosina.

Microf. n.° 4 — Cor amarelo clara, difusa, do granuloma tuberculéide reacional.Coloracao: Sudao III.
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Microf. n.° 5 — Presenca de lipidio nas células de Virchow, nas células gigantes tipo corpo estranho e em
grandes vacuolos e cavidades.

5

¥
“ﬂif"

Microf. n.0 6 — Hanseniase Dimorfa: a esquerda, lipidio nitido, grumoso, nas cel. de Virchow; a direita, cor
difusa ao nivel das cel. epitelidides separadas por edema.
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5. INTERPRETACAO DOS
RESULTADOS

Apoés a descricdo de "célula leprosa”
de Virchow, inimeros estudos procura-
ram interpretar o mecanismo da for-
macao dos vacuolos, o seu contetdo, a
situacdo citoplasmatica dos bacilos e
do lipidio anormal, o aspecto morfo-
tintorial e a natureza bioquimica dessa
gordura patoloégica.

O monocito tecidual ou histioécito,
célula do sistema reticulo-endotelial
que faz a pexia bacilar e apresenta a
posterior deposicao de lipidio no seu
citoplasma representa a conceituacao
real da célula de Virchow. Assim esta
denominacdo s6 pode ser usada correta-
mente quando estiverem presentes os
dois elementos no citoplasma do ma-
crofago — bacilos e lipidio patologico.

A imagem vacuolar ou espumosa
observada nos preparados corados pela
Hematoxilina — eosina, decorre de
carreamento das substancias gorduro-
sas pelo xilol e alcool, na fase de
inclusdo em parafina. Nas lesdes re-
centes o numero de vactolos € muito
reduzido porém, com o evoluir, tornam-
se numerosos e podem ocupar todo o
citoplasma. As lesdes antigas apre-
sentam grandes histiécitos com intensa
vacuolizacdo e nucleos picnéticos. Na
Hanseniase  Virchowiana  residual
vamos encontrar além do aspecto espu-
moso franco, a formacdo de cavidades
resultantes da fusdo de vactolos de
varias células e também vacutolos de
células gigantes do tipo corpo-estranho
com escasso citoplasma e poucos
nucleos (o0 corpo estranho, nestes
casos, € representado pelo lipidio
anormal). Neste estadio evolutivo final,
regressivo, os infiltrados celulares ja
estdo desabitados, sem bacilos ou
granulacoes bacilares — nesta situacao
os histiocitos, apesar da presenca do
lipidio, néo mais podem  ser
denominados células de Virchow.

histopatolégica da hanseniase

Os vacuolos observados nas células
epitelidides, nos periodos reacionais,
sao produzidos por edema e podem si-
mular os anteriormente descritos.

A nosso ver, a vacuolizacao é mais
irregular e mostra, com freqiiéncia,
rompimento das finas paredes dos
vacuolos. Este aspecto nés comparamos
com o da teia de aranha quando rom-
pida em certos pontos. A diferenciacdo
indubitavel se fara pelo Sudao III: no
infiltrado Virchowiano ocorre a loca-
lizacdo nitida do corante no citoplasma
das células com degeneracéo lipoidica;
no infiltrado tuberculdide reacional ha
uma coloracao difusa, amarelo claro.
nao localizada.

Apresentaremos a seguir alguns tra-
balhos que selecionamos a fim de
mostrar a evolucao dos conhecimentos
até atingir as atuais interpretacoes.

A localizacdo exclusiva citoplasmati-
ca do lipidio e a sua situacao extra-
vacuolar juntamente com os bacilos foi
defendida por Philippson (30).

Sobre a natureza dos lipéides encon-
trados dedicaram-se, desde muito cedo,
alguns autores, por exemplo : Ceder-
creutz (10) — considerava uma mis-
tura de lipéides isotropicos e anisotré-
picos; Herxheimer (21) interpretava
como processo degenerativo represen-
tado por uma mistura de colesterol e
ésteres, acidos gordurosos glicerinados
e acidos graxos; Stein (40, 41) —
acreditava que a infiltracdo gordurosa
fosse decorréncia do tratamento chal-
mugrico, usado na época.

Quando Mitsuda (29) usou o Sudéao
III e complementou com estudos de
microquimica ficou demonstrada defi-
nitivamente a existéncia de substancia
lipoide no interior dos vacuolos.
Atribuia que fosse derivada dos bacilos.

No livro de Dubois (13) encontramos
uma perfeita diferenciacdo entre a
célula epitelivide e a célula de Virchow.
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A segunda apresentando bacilos e uma
degeneracdo gordurosa do citoplasma,
corada em ‘vermelho" pelo Sudao III.
Rath de Souza e Alayon (38) descrevem
goticulas de cor alaranjada nas
células de Virchow e a cor vermelha ao
nivel da glandula sebacea e do tecido
adiposo. Consideravam facil a distin-
cao da vacuolizacdo encontrada nos
infiltrados Virchowianos da produzida
por edema nas células epitelidides.
Excepcionalmente esta diferenciacao
foi "extremamente laboriosa ou mesmo
impossivel". A presenca de "liquido
inerte" no interior dos vacuolos e a
presenca precoce dos lipidios junta-
mente com os bacilos, porém extra-
vacuolar, era admitida por Fite
(16, 17), Considerava também que
vacuolos podiam ser vistos no citoplas-
ma de células epitelidides podendo
conter finos depésitos de lipidios.

A grande capacidade de armazenar
bacilos e lipidios dos histiécitos levou
Buengeler (7) a comparar os hanseno-
mas aos xantomas, "sem sofrer dege-
neracao". Interpretava os lipidios
como colesterol e ésteres. Assinalou
nas lesdes antigas a presenca de
grandes gotas de gordura e elementos
monstruosos representados por células
gigantes do tipo corpo estranho O
aspecto do lipidio parecia a Campos
(8) suficiente para diferenciar Hanse-
niase Virchowiana de Tuberculéide
reacional. Na primeira, a deposicao se
fazia em goticulas de tamanho médio
e grandes; no segundo descrevia como
"poeira fina". Os vacuolos da célula
epitelidide ndo seriam produzidos por
edema mas dependeriam dos bacilos,
freqiientes no Tuberculéide reacional.

No capitulo sobre a histoquimica de
lipidios, Lison (27) inclui a coloracao
pelo Sudao III entre outras técnicas
gerais de revelacdo dos lipidios. Con-
sidera que mesmo as técnicas especiais
nao identificam histoquimicamente os
lipidios existentes mas indicam os
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radicais que participam das reacodes
coradas.

Ainda sobre o edema observado nas
estruturas tuberculdides reacionais a
opinido de Khanolkar (23), € de que a sua
natureza ¢€é albumindide e nao
lipidica. Quanto ao aspecto do lipi-
dio observado intracitoplasmaticamente
nas células de Virchow, Azulay & An-
drade (4) descrevem como "granulos
ou bolhas com bordas mais coradas"
(Microfot. 7 e 8). A coloracao difusa
observada nos granulomas tubercul6i-
des reacionais é explicada pela solubili-
zacdo do corante no liquido de edema.
Alonso (1) e Andrade (2) também se
referem a natureza hidrépica dos
vacuolos.

Analisando varios trabalhos de his-
toquimica, dos lipidios encontrados na
Hanseniase Virchowiana assim se re-
refem Sakurai & Skinsnes (36, 37), pela
existéncia de grande quantidade de
fosfolipidios e acidos gordurosos e
quantidade variavel de glicolipidios,
colesterol e gordura neutra. Realiza-
ram estudo cromatografico e compara-
tivo entre fragmentos da pele normal
e lesdes hansendticas. Na Hanseniase
Virchowiana acharam maior quantida-
de de fosfo e glico-lipidios, colesterol
livre e acidos graxos livres. Interpre-
taram o colesterol como resultante de
lipofanerose e os demais, procedentes
dos bacilos.

6. OBJETIVOS

A finalidade primordial sera apre-
sentar o resultado da técnica de colora-
cao pelo Sudéao III aplicada a 8972
preparacdes histologicas pertencentes
as varias formas clinicas da Hansenia-
se. Representa uma continuidade dos
estudos ja citados de Azulay e Andrade
utilizando casuistica mais ampla podém
do acervo comum existente no ex-Insti-
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Microf. n.° 8 — Aspecto goticular e grumoso do lipidio no citoplasma da célula de Virchow.
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tuto de Leprologia do Rio de Janeiro
onde exerco atividade, na Secao de
Anatomia Patologica.

Julgamos oportuno reiterar o valor
da coloracdo de lipidios quando reali-
zada obrigatoriamente pois permite, a
nosso ver, um diagnoéstico histopatolo-
gico mais correto e uma perfeita
caracterizacao das formas clinicas defi-
nidas na Classificacao Oficial Sul
Americana.

Procuraremos ainda demonstrar a
importancia da familiarizacdo com a
imagem difusa observada nos granulo-
mas tuberculdides em reacédo e reacio-
nais devido ao edema no qual o corante
se solubiliza discretamente porém de
modo uniforme e constante.

Nos casos de Hanseniase Dimorfa
este reconhecimento pode ser de extre-
ma valia na diferenciacao entre os
dois tipos de infiltrado celular nas
células de Virchow, cor amarelo nitido
devido a solubilizacdo no lipidio pato-
légico intra citoplasmatico ; nas zonas
de células epitelidides com edema inter
e intracelular, a presenca de tonalidade
amarelo-clara difusa, nao localizada.

A justificativa maior seria talvez a
existéncia de opinides discordantes
como a de Davison (12) e a de Ridley
& Jopling (34) que julgam dispensdvel
a coloracao de lipidios para o diagnos-
tico complementar histopatologico e
perfeita caracterizacdo das formas
clinicas da doenca.

7. MATERIAL EXAMINADO

O material examinado pertence ao
arquivo do ex-Instituto de Leprologia,
do Rio de Janeiro, no qual rotineira-
mente a técnica de coloracdo para lipi-
dios pelo Sudao III é realizada desde
1948.

Os fragmentos de pele sdo enviados
ao laboratorio em formol a 10% e
procedem de varios Estados brasileiros.
Sao acompanhados, na quase totalidade
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dos casos, de uma guia padronizada
para requisicdo do exame histopatol6-
gico da qual constam as seguintes
informacoes: aspecto das lesdes, distar-
bios da sensibilidade, a baciloscopia, o
teste de Mitsuda, a forma clinica, o
tempo e o tipo de tratamento, a fina-
lidade da biopsia (diagnéstico ou
controle).

O fragmento de pele, ao chegar ao
laboratorio é dividido ao meio e a parte
destinada a coloracdo de lipidios ira
diretamente para o micrétomo de con-
gelacdo pelo gas carbonico. Fazem-se
cortes de 10 a 13 micra e procede-se a
coloragao pelo Sudao III, de acordo com
uma das técnicas ja descritas. A outra
metade do fragmento passara pelas
etapas normais de desidratacao e inclu-
sdo em parafina e os cortes histologicos
terdo uma espessura de 5 micra — estes
serdo corados pela Hematoxilina —
eosina e Ziehl-Wade-Klingmiiller.

O nosso estudo representa a analise
de 8972 preparacgoes coradas pelo Sudao
e os resultados sdo mostrados na
tabela I.

8. CONSIDERACOES

8.1 Grupo Indeterminado

Encontramos 100% de negatividade
frente ao Sudao III nos 3.412 casos de
Hanseniase Indeterminada. Diante des-
te fato poderia parecer dispensavel a
inclusao da técnica para o diagnostico
histopatolégico. Isto representa uma
falsa impressdo como procuraremos
demonstrar. Verificamos, por exemplo,
que varios casos clinicamente classifi-
cados como Indeterminados tiveram o
seu diagnoéstico modificado gracas ao
achado histolégico de tipicas células de
Virchow — com bacilos e lipidios no ci-
toplasma. Quando a vacuolizacdo
ocorre em histiocitos integrantes de
pequenos infiltrados e néo se faz como
rotina o Sudao III, ela pode passar de-
sapercebida ou nao ser valorizada.
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TABELA I

RESULTADOS DA COLORACAO DE LIPIDIOS PELO SUDAO III
EM 8972 CASOS DE HANSENIASE

INSTITUTO DE LEPROLOGIA — RIO DE JANEIRO — PERIODO: 1948/1976

LIP1DIO POSITIVO NEGATIVO

TOTAL
ESTRUTURA N.° % N.o°
HISTOLOGICA CASOS ° CASOS %
Indeterminadsa 0 0,0 3412 100,0 3412
1. para TuberculGide 0 0,0 103 100,0 103
1. para Virchowiana 1 3,2 30 96,8 A
Tuberculdide ] 0,0 264 100,0 064
T. Reacional 0 0,0 307 100,0 307
Virchowiana em ativ. 2862 99,2 25 0.8 2887
V. em regresséo 972 98,6 4 0,4 976
V. residual 121 99,2 1 08 122
Dimorfa 129 75,9 41 24,1 170
I = Indeterminada
T = Tuberculdide
V = Virchowiana (lepromatosa)

Os 103 casos classificados pela histo-
logia como Indeterminados em provavel
viragem para Tuberculdide apresenta-
ram esboco de granuloma tuberculoide
e auséncia de lipidios. Dos 31 casos
considerados como Indeterminados em
provavel transformacdo para estrutura
Virchowiana apenas 1 mostrou rarissi-
mos histiécitos com lipidio. Os critérios
adotados pelo observador para conside-
rar a provdavel evolugdo para o poélo
Virchowiano foram:

8.1.1 infiltrados celulares mais am-
plos porém ainda inespecificos,
formados por histi6citos, linf6-
citos, fibroblastos e eventuais
plasmocitos e mastocitos;

8.1.2 presenca mais frequiente de ba-
cilos nos infiltrados celulares e
filetes nervosos.

A presenca de histiocitos com lipidio
além de bacilos deveria ser o suficiente
para enquadrar no Tipo Virchowiano.
No tnico caso Indeterminado com pre-
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senca de lipidio mantivemos a transi-
toriedade gracas ao numero exiguo de
células de Virchow. Casos dessa natu-
reza confirmam a conhecida existéncia
de situacdes de transicao entre os Gru-
pos e Tipos polares, constituindo um
verdadeiro espectro. A histologia pode
as vezes revelar estes estados evolutivos
nem sempre com o correspondente
quadro clinico lesional. A realizacédo
sistematica da coloracdo de lipidios
ajuda a despistar casos em transicao
ou ja perfeitamente integrados no poélo
Virchowiano.

Julgamos oportuno condenar a atitu-
de desastrosa de alguns hansenologos
de colocar o Grupo Indeterminado a
parte da Classificacdo, aguardando uma
definicao. Ele deve merecer todas as
atencdes e necessita dos mesmos recur-
sos complementares de diagnostico in-
clusive a coloracao de lipidios para ser
melhor diagnosticado e interpretado.
A sua importancia desponta do simples
exame da distribuicao global das formas
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clinicas. A Divisdao Nacional de Der-
matologia Sanitaria estudando a Mor-
bidade por Hanseniase, no ano de 1974,
encontrou 2.303 casos de H. Indeter-
minada correspondendo a 27,68%. Por
outro lado, a instituicdo do tratamento
interrompe a tendéncia instavel e evo-
lutiva dos casos I, estabilizando-as até
a cura.

Assim sendo como é possivel ignora-
las e deixa-las a margem de uma Clas-
sificacdo? A Tabela II resume a obser-
vacado de Rabelo Neto et al. (33) quan-
to ao papel do tratamento.

TABELA 1II
HANSENIASE INDETERMINADA
Evolucao de 75 casos sob tratamento no periodo

de 1949/1960
Dispensario de Nova Iguacu. Rio de Janeiro

Brasil
RESULTADOS DO ) No %
TRATAMENTO CASOS
CCura ou melhora 67 89,4
ITnalterados 4 54
FPiorados 2 2,6
MMutacao para T 2 2,8

observacao: os pacientes inalterados, piorados e
que sofreram mutacdo para
Tuberculéide fizeram tratamento
irregular, descontinuo.

8.2 Tipo Tuberculédide

A coloracdo de lipidios foi negativa
nos 964 casos de H. Tuberculdide
quiescente. Nos 307 casos Tubercul6i-
des reacionais a pesquisa foi também
negativa para o lipidio patolégico, isto
€, nao ocorreu deposicao do corante
idéntica a observada no citoplasma das
células de Virchow. Nestes casos, en-
tretanto, o edema que dissocia o gra-
nuloma nas fases reacionais tem a pro-
priedade de solubizar parte do corante
conferindo uma cor amarelo-palida di-
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fusa e uniforme. Isto se deve, prova-
velmente a fracdo lipoidica normal
existente no plasma extravasado. Uma
interessante comprovacdo pode ser
feita:

— Nodulos de células epitelidides uni-
das, compactas, sem edema, nao
apresentam esta imagem tintorial
presente naqueles em que o edema
comeca a surgir. A concomitancia
na mesma lamina de granulomas
em repouso e outras entrando em
reacao permite, do ponto de vista
histopatolégico, um laudo mais
apurado, expressivo dessa transi-
cao: Hanseniase Tuberculdide em
reacao. Convém assinalar que
nesta fase os bacilos sao raros, ao
contrario do periodo francamente
reacional.

Ha autores que referem a presenca
de lipidio patologico em casos tuber-
culdides reacionais como, por exemplo,
Rath de Souza & Alayon (38), Cam-
pos (8), Davison et al. (2), e Portu-
gal (31). Partilhamos da mesma opi-
nido de Azulay & Andrade (4) — se-
riam realmente negativos devido ao
aspecto incomum apresentado ou entdo
Dimorfos.

Em revisdo por nos realizada de 58
pacientes classificados como TR e em
tratamento no Ambulatério do ex-Ins-
tituto de Leprologia do Rio de Janeiro
verificamos que o resultado da pesquisa
pelo Sudao III, em 80 laminas, foi o
seguinte:

Negativa — 74 (92,5%)
Positiva —2  (2,5%)
Nao realizada —4 (5,0%)

O reexame dos 2 casos com lipidio
positivo mostrou tratarem-se de indu-
bitaveis Dimorfos.

Notamos atualmente uma tendéncia
para englobar os casos Tuberculéides
reacionais como Dimorfos. Acredita-
mos que tal atitude decorre da abusiva
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adocao da Classificacao de Ridley &
Jopling (34) proposta para fins de ex-
perimentacdo — passaram simplesmen-
te a "Borderline" — (BT). Dois fatores
a nosso ver concorrem para este com-
portamento :

8.2.1 a nao realizacao da coloracéao
para lipidios e o desconheci-
mento da imagem difusa do co-
rante pelo edema;

8.2.2 a confusdo persistente entre
Tuberculéides reacionais e sur-
tos transitérios de reacio.

Souza Campos & Rath de Souza (39)
consideram a Tubercul6ide reacional
como uma variedade de T, bem definida,
perfeitamente individualizada por suas
caracteristicas clinicas, bacteriolégicas,
imunolégicas e estruturais. Procuram
mostrar as diferencas entre T. Reacio-
nal e "Reacdo leprética em Tuberculoide
ou Reativacao tuberculoide”, que ocorre
em surtos. Consideram que o edema
na Reativacao Tuberculéide permite
caracterizar bem os granulomas ao
passo que na Tuberculéide Reacional ha
uma desestruturacdo maior inclusive do
halo linfocitario.

Acreditamos também que com os TR
ocorre fato similar ao observado com
os casos I — o tratamento fixa na for-
ma e interrompe a tendéncia instavel
evolutiva. 0 acompanhamento da amos-
tra de casos TR, em tratamento durante
1 a 4 anos ou mais, mostrou através do
exame histopatologico o seguinte (Ta-
bela III) :

TABELA III
HANSENIASE TUBERCULOIDE REACIONAL

Estudo evolutivo de 80 exames histopatolégicos
Instituto de Leprologia — Rio de Janeiro —
Brasil

Granuloma tuberculéide ........ 67 (83,75%)

Inflamacao croénica inespecifica 11 (13,75%)
Hanseniase Virchowiana ....... 2 (2,50%) *

* Observacdo — Estes 2 laudos permitiram re-
classificar como Dimorfos.
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8.3 Grupo Dimorfo

A coloragéo pelo Sudéo III foi posi-
tiva 129 vezes em 170 casos, represen-
tando 75,9%. Este fato aproxima os
Dimorfos mais do poélo Virchowiano.
Nos 41 casos em que a pesquisa de lipi-
dio patolégico foi negativa a imagem
difusa foi freqiientemente observada.

Convém relembrar que a confirmacao
histopatologica da maioria dos casos
Dimorfos (+ 90%) se faz através de
2 laudos, procedentes de lesdes diferen-
tes e cada uma apresentando a estrutura
correspondente de um dos poélos.

8.4 Tipo Virchowiano

Na amostragem de 2.887 casos de
HV em atividade a pesquisa foi positiva
em 2.862 (99,2%) e negativa em 25
(0.8%). Este grupo de negativos foi
bem estudado anteriormente por Azulay
& Andrade (4) que considerou como es-
tagio inicial, ainda precoce para a evi-
denciacéo da degeneracao lipoidica.

Acreditamos que cortes seriados ou
bidpsias de outras lesdes pudessem des-
pistar as células de Virchow com o seu
duplo componente citoplasmatico bacilo-
lipidio.

Em 976 casos de HV em regressao
a positividade ao Sudéao III foi regis-
trada em 972, isto é, 99,6%, apenas em
4 (0,4%) nao ocorreu. Nos casos de
HV residual a presenca de lipidio foi
assinalada em 121 laminas (99,2%) e
a auséncia em 1 (0,8%) :

Verificamos assim que o Sudéo III
revelou a existéncia de lipidio anormal
em mais de 99% dos casos de Hanse-
niase Virchowiana e possivelmente o
estudo de cortes seriados e biopsias de
outras lesdes aumentariam este per-
centual.
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CONSIDERACOES FINAIS

Relendo o trabalho de Kooij (24)
verificamos que o autor considerou que
o "julgamento histopatolégico da lepra é
muito dificil". Chegou a esta conclusao
apos a discrepancia dos laudos emitidos
por 7 patologistas a quem enviara
preparacoes coradas pela Hematoxilina
eosina. A conclusdo ndo poderia ser
outra e ndo é surpreendente pois falta-
vam as 2 coloragoes indispensdveis de
apoio para maior precisao dos laudos.

Reiteradas manifestacoes de hanse-
nologos e patologistas brasileiros,
algumas bem recentes, enfatizam a

necessidade do tripé das coloracoes
histopatolégicas. Assim, no "Encontro
de Patologistas" (14), realizado em
Bauru e no "Retrospecto sobre a dou-
trina da Hanseniase" de Rabello (32) ha
unanimidade de opiniées sobre:

8.4.1 a obrigatoriedade das 3 colo-
racoes:

8.4.2 maior rigor na observancia
dos critérios ainda vigentes
da Classificacao Internacio-
nal da Hanseniase até que
surjam novos parametros
pois sendo regressaremos ao
"caos" tdo temido por Latapi
(26).

1)

2)

3)

4)
5)

6)

7)

9)

ABSTRACT

Lipid-staining techniques of histological sections should be used routinely, in addition
to Hematoxylin-Eosin and staining for bacilli, to enhance diagnostic precision of the
clinical forms of Hanseniasis.

The use of the Sudan III In 8972 consecutive cases lead us to the conclusion that, despite
the slight disadvantages of easy cristalization and long term loss of stain in the prepa-
rations, it is essential for a correct histological diagnosis.

In Indeterminate Hanseniasis lipid staining is always negative. Some cases, clinically
considered as Indeterminate forms were actually shown to be incipient Virchowian or
transitional forms through the finding of typical Virchow cells containing both bacilli and
lipids. The early discovery of such cases can only be carried through systematic search
for lipids on specifical staining.

In Tuberculoid Hanseniasis with quiescent granulomas, lipids are never found.

In Reactional Tuberculoid Hanseniasis, pathological lipids are not found but a yellowish
hue, light and diffuse, is observed due to the edema fluid which permeates and disrupts
granulomas. This is due to partial solubilization of the stain in the edema fluid which
contains a fraction of normal lipoid; Pathologists unacquainted to such an image might
consider it positive: thus it is a false-positive reaction.

Tuberculoid Hanseniasis is considered in reaction when only some of the granulomas show
edema disjoining epithelioid cells; the diffuse yellowish tone is observed exclusively in
those undergoing such a transitional phase.

In active Virchowian Hanseniasis lipid search is positive over 99% of the cases.

In regressive and residual Virchowian Hanseniasis, lipids are present in practically all ca-
ses (100%).

In terminal stages lipid-deposits are found also in big vacuoles, cavities and inside the
cytoplasm of giant foreign-body cells.

In Borderline Hanseniasis lipids were found in 758% of cases.

10) In Borderline Hanseniasis it is particularly important to distinguish between the two

types of lipid-images because both can be found in the same preparation:
— localized lipid finely granulous or in droplets, inside Virchow cells;
— diffuse, light yellow lipoids, in tuberculoid granulomas with edema.

Key words: Lipids, Sudan III, Hanseniasis, Virchow cell, Indeterminate, Virchowian, Tuberculoid,
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