ALGUMAS CONSIDERACOES A RESPEITO DA REACAO DE RUBINO
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RESUMO — Sdo comentados dguns aspectos reldivos a reacdo de Rubino, visando
tanto uma melhor identificacdo dos .elementos envolvidos como d
pesquisadores para esta prova Os seguintes aspectos sio discutidos. 1) influéncia da
temperatura sobre 0s elementos dareagdo; 2) corr
humorais observedas na hanse-niase, b) imuni
reatividade soroldgica; 4) valor progndstico e erério de cura.
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As dificuldades encontradas para a obtencéo
de um antigeno especifico do Mycobacterium
leprae tém sido o grande obstaculo enfrentado
pelos pesquisadores para que reacdes sorol6-
gicas possam ser utilizadas no auxilio diagnés-
tico da hanseniase.

Atualmente, contamos com agumas provas
gque, se devidamente comprovadas, poderiam
sarvir a este propdsito”. No entanto, estas téc-
nicas necesstam de aparelhagem e pessod dta-
mente especializados, o que as inviabiliza para o
Uso rotineiro na grande maioria dos nossos Iabo
ratorios. Neste sentido, a reacéo de Rubino™
vem de encontro aos NOSoS interesses, j& que 8
sua execucao € extremamente simples, néo
requer aparelhagem especial e seu custo € irri-
sorio.

Esta prova congiste na aglutino-sedimentacéo
de hemacias formoladas quando em contato

(*) Biologistas do Hospital Lauro de Souza Lima

com soro de pacientes hansenianos. Sua especi-
ficidade estd amplamente documentada na lite-
ratura. A Unicarestricdo feita a reacdo de Rubi-
no refere-se a sua baixa sensibilidade, pois lasd
se apresenta positiva quando o diagnéstico jé
estd esclarecido, podendo em certos casos ser
negativa até mesmo nessas condigoes.

Em decorréncia disso, sdo poucos os locais
gue ainda se preocupam em estudar e aperfei-
coar esta prova. Acreditamos, contudo, que
com 0 avango tecnoldgico verificado nesses
(uase sessenta anos que nos separam da desco-
berta original de Rubino, reacdo deveria ser
investigada novamente, de sorte a ser utilizada
€M Nosso meio.

Na tentativa de despertar novamente a aten-
¢30 dos investidores para a reagcdo de Rubino,
organizamos 0s dados acumulados durante os
anos que com ela trabalhamos.
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Em principio sGo desconhecidos os meca-
nismos e os elementos envolvidos na reacao.
Marchoux & Caro/ descreveram que O SOro.
positivo aguecido por uma hora a 56°C perde a
capacidade de aglutino-sedimentar  hemécias
formuladas. Em nossos estudos, soros positivaos,
guando aquecidos a 56°C por até duas horas, ndo
perderam a postividade, ao contrdrio, a
sedimentacdo das hemécias foi mais intensa,
deixando o sobrenadante mais limpido. Quando
0 S0ro era agquecido a 60°C durante meia hora, a
reacd0 ainda se processava nos tubos de maior
concentracdo de soro (0,5 e 0,25 ml) enquanto
gue nos tubos de concentracdo mais baixa (0,1
ml) a reacd0 era negativa. Aquecendo o sorb
positivo a 60°C durante uma hora, este perdia
Suaregtividade.

Trabahando com "pool" de soros, foi Possivel
verificar que, em condicBes normais, a reacéo se
processa tanto a 37°C como a 4°C. Como j&
descrito pelo proprio Rubino, esta reacdo nao
ocorre a 56°C, contudo nd perde a sua
reatividade, pois, recolocado a 37°C area-¢éo s
processa hormal mente.

Verificou-se também que soros positivos
conservados a - 20°C até por um ano ndo per-
deram arestividade.

Deste modo, tanto a conservagdo do soro
como a relativa termo estabilidade apresentada
pelo(s) fator(es) Rubino, vém facilitar o desen-
volvimento do seu estudo, dispensando condi-
¢0es especiais de trabalho.

De acordo com Marchoux & Caro’ seriam
dois os elementos envolvidos na reacdo: um
componente inespecifico, presente inclusive no
S0ro de pessoas normais e,um outro componente
especifico do soro de pacientes hansenianos.
Azevedo & Ferri® referem que a substancia res-
ponsavel pela reacdo estaria Ilgada a fracéo
gamaglobulinica do soro, e Silva™ observou que
0 ssema imune humoral dos pacientes
virchowianos Rubino positivos encontra-se em
maior atividade que o dos pacientes Rubino
negativos.

A corrdlacdo com outras ateragdes sorol6-
gicas que ocorrem na hanseniase foi objeto de
estudo anterior® onde pode ser verificada a ine-
xisténcia de relacdo entre reacdo e a presen-
cade crioprecipitados, positividade a0 VDRL ea
presenca de proteina Creativa
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Buscando ampliar esses resultados, foram
estudados 74 soros de pacientes virchowianos
em atividade, dos quais 33 eram Rubino posi-
tivos e 41 negativos. Os soros destes pacientes
foram analizados quanto h presenca ou ndo de
fator reumatdide (Reagente latex FR, Ingtituto
Behring). Os dados encontrados estéo sumari-
zados na Tabela 1 e sfo indicativos da auséncia
de corrdacdo entre essas duas provas, isolando
mais uma vez a reacdo de Rubino dos trans-
tornos sorolégicos inespecificos existentes na
hanseniase.

Por desconhecer a natureza e 0s mecanismos
envolvidos nessa reacdo, foi investigada uma
possivel interdependéncia entre Al e algumas
provas Uutilizadas na avaliagdo da competéncia
imune celular. Para isto, estudou-se 0 compor-
tamento imunolégico de 31 pacientes hanse-
nianos Rubino negativos e de 20 pacientes Rubi-
no positivos frente ao PPD (Derivado Protéico
Purificado, partida RT-23, fornecido pela Divi-
s80 Nacional de Pneumologia), tricofitina (for-
necida pelo Indituto Adolfo Lutz), 2, 4-dini-
troclorobenzeno (DNCB) e ao percentua de lin-
focitos T do sangue periférico.

As reagdes intradérmicas de leitura tardia
foram obtidos injetando-se 0,1 ml do antigeno na
face anterior do antebrago: As leituras foram
realizadas apbs 48 horas e avaiadas em milime-
tros de induracdo. As respostas obtidas com o
PPD foram consideradas postivas quando a
induracdo apresentada era igua ou maior que 10
mm de didmetro. Quanto a tricofitina, foram
cong deradas positivas as induragdes de 5 mm ou
mais de didmetro. '

Paraa sensibilidade ativafoi utilizado o 2, 4 -
dinitroclorobenzeno (DNCB). Os pacientes
foram sensiblizados com a dose de 2.000 mg/ 0,1
ml em acetona. Apos 20 dias foram avaliados
com dose de 100 mg. As reagOes foram lidas
ap0Gs 48 horas, de acordo com o seguinte critério:
— = gitema e austncia de induracdo
+ =eitemaeinduracdo minima
+ + = eritema e induragdo acentuada, pe
guenas vesiculas
vesiculas maiores ou bolhas e ulce-
racéo.

O percentud de linfocitos T do sangue pen-
férico foi determinado pelatécnica descrita por
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Mendes, com algumas modificagdes®. Os linf6-
citos obtidos por gradientes Ficoll Hypague a
partir de 20m1 de sangue hepari nizedo, foram
lavados trés vezes em sol uga) deHanks e gudta
dos & concentracéo de 3x10° cdlulas/ml. Cerca
de 0,1 ml desta suspensdo foi misturada com
igual volume de hemé&cias de carneiro a 0,5%
diluida em NaC1 a 0,85%. ApGs centrifugacéo
(200g/5min.) foram incubadas durante uma
hora a 4°C. Decorrido esse tempo, foi adicio-
nada uma gota de azul de metileno, diluido 1:3
em NaC1 0,85%. A percentagem de cdulas for-
meadoras de rosacess foi determinada microsco-
picamente, contando-se no minimo 200 linfé-
citos. Os resultados sfo mostrados na Tabela 2.
Embora o nimero de Casos estudados sga
pouco representativo; os agpectos celulares que
podem ser evidenciados através destas provas,
parecem ndo estar envolvidos na positividade
ou ndo da reato de Rubino.

Curban , procurando possivels variagdes da
reatividade, a esta prova no soro de pacientes
hansenianos, examinou 23 soros no decorrer
de quatro anos. Observou que 20 individuos
mantiveram sua resposta e que trés soros,
iniciadlmente positivos, apdés quatro anos
haviam negativado. Descreveu ainda que em
alguns casos ocorreu reducao da positividade.

Como essa técnica faz parte da rotina do
nosso laboratdrio, pudemos catalogar 157 pa-
cientes que durante quatro anos foram submeti-
dos vérias vezes a reacdo de Rubino. Através
desse estudo retrospectivo, pudemos constatar
gue 54 pacientes Rubino positivos e 94 Rubino
negativos ndo sofreram alteragdes quanto a
reatividade a prova. Sete pacientes Rubino ne-
gativos em uma primeira reacéo, posteriormente
positivaram e assm se mantém inalterados ha
trés anos, enquanto que dois Pacientes inicial-
mente Rubino postivos se tomaram Rubino ne-
gativos. A ata percentagem (94,27%) de cons-
tancia de resultados credibiliza esta prova, tor-
nando-a perfeitamente reproduzivel.

Quanto aos pacientes que apresentaram ate-
racOes de redtividade, véarias hipoteses podem
<&, levantadas, condderando que desconhecemos
quase que completamente os mecanismos envol-
vidos na reacdo. Se se acreditar que ela sb se
encontra sob 0 jugo das mesmas leis de aglutina
¢80, como descrito pdo proprio Rubino, da
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seria dependente de um nivel 6timo de anti-
geno e anticorpo. Deste modo, pode-se supor
gue um desequilibrio nesse sistema poderia ser
0 responsavel pelas dteragles observadas. Isto
pode ser observado quando trabalhamos com
Soros que, de acordo com a metodologia empre-
gada na rotina®, sdo considerados negativos,
mas que, com 0 aumento ou diminui¢do do
volume soroldgico, muitos deles se tomam po-
sitivos. Tais modificagBes técnicas, embora
aumentando a sensibilidade da prova podem
alterar a sua especificidade. Estamos trabalhan-
do nesse sentido e os resultados obtidos seréo
divulgados posteriormente.

Quando investigamos o comportamento so-
rolégico de pacientes virchowianos inativos
frente a essa reagdo, notamos que em aguns
Casos a reagdo se mantém posmva_ Pelos estu-
dos efetuados anteriormente®®, acreditamos
gue esses pacientes, embora baciloscopicamente
negativos peos critérios empregados rotingira
mente, ainda possuam bacilos, aqueles conven-
cionalmente chamados persistentes. Desse mo-
do, a reacdo de Rubino, mesmo sem sofrer mo-
dificagBes, ja nos da mais urn critério para a
classificagcéo de um paciente como branqueado.
Mas também, neste caso, esbarramos com a
baixa sensibilidade da prova pois, da maneira
como ela se encontra, seu poder indicativo
abrangera apenas 0s pacientes que durante o
curso dainfeccdo a apresentaram positiva.

A despeito das limitagOes da reagdo de Ru-
bino, um outro ensaio foi realizado com a inten-
¢é0 de avdiar o comportamento de individuos
comunicantes frente a reacao, e como resul-
tado foi verificada negatividade em todos os
soros testados. Todavia, quando aumentamos
a concentracdo soroldgica, pudemos observar
aglutino-sedimentagdo das hemécias formoladas
em alguns casos. Por este motivo, embora ndo
se tenha seguranca da especificidade da reacéo
de Rubino nestas condicdes, tem-se esperanca
de que esta, devidamente modificada, podera
vir a ser utilizada tanto em estudos epidemiol 6-
gicos, como na deteccdo subclinica da hanse-
niase.
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Correlacdo entre areacdo de Rubino e a presenca de Fator

TABELA Reumat6ide no soro de pacientes virchowianos em atividade.
Rubino
Fator + - TOTAL
Reumatdide
presente 11 13 24
ausente 22 28 50
TOTAL 33 41 74

TABELA 2 Correlagdo entre areacdo de Rubino e as provas utilizadas na avaliag8o de competéncia Imune celular.

. Linfécitos T DN CB PPD Tricofitina
Rubino Normmal | Alterado + + - + - + —
Positivo 12 8 20 . 9 1 15 5
Negativo 18 13 30 1 19 12 18 13

ABSTRACT — Some aspects related to the Rubino's reaction are commented, viewing both a
better identification of the involved dements and the arousing of the investigatorsinterest for thistest. The
following aspects are discussed: 1) the influence of temperature upon the elements of the reection; 2)
Corrdation between Rubino's reaction and: @) humord dterations observed in leprosy; b) cdl mediated
immunity; 3) variations of the serologic reactivity; 4) prognosis vaue and hedling criterion.

K ey words. Rubino'sreaction. Hanseniasis. Immunity. Cell-mediated immunity.
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