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ESTUDOS IMUNOQUIMICOS NA HANSENIASE
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RESUMO — Foi feita uma tentativa para determinar se pacientes de hanseniase,
com reacdo de Rubino positiva, exibem caracteristicas imunolégicas que
possam diferencia-los daqueles com reacado negativa. Observou-se, pela
eletroforese, que os pacientes Rubino negativos (virchovianos e
tuberculéides) apresentavam niveis de alfaz globulina maiores que os
pacientes Rubino positivos (virchovianos) e os individuos normais. Os niveis
de beta globulina estavam diminuidos nos Rubino positivos e aumentados
nos virchovianos Rubino negativos. Pela imunoeletroforese houve resultados
semelhantes para os dois grupos virchovianos : aumento constante de I1gG e
IgM e eventual de IgA.
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INTRODUCAO

Em 1926 Rubino (20), ao realizar
trabalho sobre fixacdo eventual do
complemento para sifilis, observou,
pela primeira vez, a capacidade do
soro de hansenianos de aglutino-
sedimentar rapidamente hemacias
formoladas de carneiro. A
especificidade da reacédo, referida por
varios autores, foi confirmada por
Bier & Arnold (4) que observaram
apenas 0,1% de inespecificidade em
945 controles. Isso desperta interesse
imediato, uma vez que, embora haja
uma soma enorme de dados relativos
a imunologia da hanseniase, ndo ha
correlacdo direta entre eles e algum
traco especifico da doenca.

Em vista da caracteristica unica
demonstrada pela reacdo de Rubino,
procuramos estudar as fracdes
eletroforéticas e o comportamento
imunoeletroforético do soro de
doentes sob tratamento no Hospital
"Lauro de Souza Lima" (ex-Sanatério
Aimorés), de Bauru, classificando-os
primeiramente em Rubino positivos e
Rubino negativos, a fim de procurar
uma possivel correlacdo entre a' pro-
priedade de promover a aglutinacao
de hemacias formoladas de carneiro e
variacoes verificaveis por eletro e
imunoeletroforese. (0] presente
trabalho é o primeiro de uma série,
envolvendo estudos imunoquimicos e
a reacdo de Rubino, utilizando a
mesma amostra de pacientes. Nossa
intencdo, assim como a de Curban
(6), foi a de estudar a reacdo, nao
como simples instrumento
diagnéstico, mas sim, como um
campo inexplorado que pode trazer
alguma contribuicdo a compreensao
do comportamento imunolégico
do doente de hanseniase.
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MATERIAL E METODOS

Soros. Analisamos 76 soros de
hansenianos virchovianos e tuber-
culdides, os primeiros divididos em 2
grupos de 30 pacientes cada um,
classificados em Rubino positivos e
negativos, constituindo os tltimos um
Unico grupo de 16 pacientes Rubino
negativos. Esta classificacdo foi feita
com base na reacdo preconizada por
Rubino (21) em 1931: feita a colheita
do sangue, apo6s a retracdo do
codgulo removiamos o0 soro e
centrifugavamos a 1500 rpm, durante
15 minutos. Do soro obtido
distribuiamos 2 ml em tubo de ensaio
que era mantido em geladeira até a
execucdo da reacdo de Rubino (dentro
de 48 horas da colheita) e
utilizavamos o restante para outras
provas laboratoriais. Essas aliquotas
eram mantidas a —20°C até o
momento do uso. Como controles
utilizamos 35 soros mnormais de
doadores de sangue do Hospital do
Servidor Publico Estadual "Francisco
Morato de Oliveira", de Sao Paulo.

Todos os pacientes encontravam-se, a
época do exame sorologico, em
tratamento ambulatorial e exibiam
lesbes em atividade. A média da faixa
etaria do grupo virchoviano Rubino
positivo foi de 45,5 anos, a do grupo
virchoviano Rubino negativo, de 45,9
anos e a do grupo tuberculéide, de 36,4
anos. As porcentagens de individuos do
sexo masculino foram de 63%, 80% e
56,2%, para os trés  grupos,
respectivamente. Foi idéntico o ntimero
de pacientes que ja apresentaram surto
reacional tipo eritema nodoso nos dois
grupos virchovianos (63%).

Dosagem  de  proteinas  totais.
Determinamos as proteinas totais pela
reacao do biureto, segundo o



Estudo imunoquimico na hanseniase (I)

método de Gornall et al. (8), com
leitura no espectrofotometro "Co-
leman Jr.", em 540 mm.

Eletroforese. Realizamos a ele-
troforese sobre acetato de celulose de
Kohn (12), modificada por Vaz et al
(27), no equipamento "Mikrophor"
Boskamp e a leitura, no medidor de
extincdo e integrador conjugados,
modelo EI-3, Zeiss.

Imunoeletroforese. Executamos a
imunoeletroforese de Grabar &
Williams (9), pelo micrométodo
descrito por Ferri & Cossermelli (7)
adaptado ao equipamento
"Mikrophor" Boskamp.

RESULTADOS

Eletroforese. As Tabelas I e II dado a
média, o desvio padrdao e o erro
padrao do protidograma dos soros
usados como controles e dos grupos
de hansenianos estudados. Como,
porém, a maior parte das variaveis
estudadas apresentou distribuicoes
onde a hipétese de normalidade seria

uma aproximacao demasiado
grosseira, aplicamos testes nao
paramétricos na analise dos
resultados.

Para comparacdo de cada fracao
eletroforética em g/100 ml e
percentual relativo, entre o grupo
normal e os trés grupos de han-
senianos, utilizamos o teste de Mann-
Whitney (24) (Tabela I10).
Encontramos diferencas significantes
nos trés grupos. Com relacdo as
proteinas totais, nos dois grupos
virchovianos ; com relacdo as
fracoes albumina e gamaglobu-

Tina (g/100 ml e %R), nos trés
grupos; alfaz globulina (g/100 ml e
%R), nos grupos Rubino negativos;
beta globulina (g/100 ml), nos
virchovianos Rubino negativos e, em
percentual relativo, nos virchovianos
Rubino positivos.

Para comparacdao dos mesmos
valores, entre os trés grupos de
pacientes, utilizamos o modelo de
analise de variancia a 1 critério de
Kruskal-Wallis (24). Conforme se
verifica pelos resultados da tabela IV,
os trés grupos diferem entre si com
relacdo as fracdes alfaz globulina
(%R), beta e gamaglobulinas (g/100
ml e %R). A fim de determinar se
essas diferencas significastes
procediam de um comportamento
desigual dos grupos virchovianos,
fizemos a comparacdo entre ambos,
através do teste de Mann-Whitney.
Observamos que os mesmos diferiam
significantemente apenas com relacao
a alfaz (%R) e beta globulinas (g/100
ml e %R).

Imunoeletroforese. Os resultados da
imunoeletroforese sdo dados em
porcentagens de soros que
apresentaram linhas de precipitacao
na regido das imuneglobulinas, com
intensidade igual a dos soros normais
(Tabela V). Quando comparamos
essas porcentagens através do teste
das proporcdes aplicado aos grupos
de pacientes 2 a 2 (Tabela VI), ndo de-
tectamos diferencas entre os grupos
virchovianos, mas sim, entre estes e o
grupo tuberculéide nas
imuneglobulinas G e M (esta ultima
apenas para o grupo Rubino positivo).
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TABELA III

Eletroforese

Comparacgo dos valores em g/100 ml e em % relativa
de cada fracio entre o grupo normal e os grupos de
hansenianos, utilizando o teste de Mann-Whitney

Fletro- Virchoviano Rubino Virchoviano Rubino Tuberculdide Rubino

forese positivo g/100ml1 %R  negativo g/100ml %R negativo g/100ml %R
Proteina
total 3,306 —_ 2,369¢ —_ 0,591 —_
Pré-

-albuming 0,811 —90,701 —0,073 —0,489 —1,217 —0,895
Albumina —3,895* —b,413% —4,120% —5,806" —2,223% —3,5b8"
Alfa,1 —0,212 —1,226 —0.046 —0,838 0,519 0,559
Alfa2 0,119 —0,630 2,680* 1,833+ 1,788* 2,109*
Beta —1.568 —2,946* 1,910* 1,043 0,285 0,318
Gama 5,989* 6,576" 6,126* 6,364 2,153* 2,842%
# Significante
Valor critico de z — 1,64
TABELA IV
Comparagio dos valores de cada fracio, em g/160 ml e
%R, entre os trés grupos de pacientes, através do
teste de Kruskal-Wallis
FRACOES g/100 ml % R

(Proteina total) ..................... (H = 2,082) —
Pré-albuming ............... ... ... H — 2034 H = 0,71
Albumina .. .. ... s H = 1,383 H — 5,300
N a0 86 00680568 Ba66aa0a6GEE0s H = 0428 H = 217
BB a5 0600060000460 0868696800068E H — 4,028 H = 7404
Bet2 i H — 6,692% H — 10,723"
Galla vt ii i e H — 11,854° H — 9,522*

* Significante. Valor critico para H —= 5,99 (H tem distribuicéo X2 com dois graus

de liberdade)

TABELA V

Imunoeletroforese

Resultados em porcentagem de namero de pacientes com
niveis normais de imunoglobulinas no soro

Grupos N° de IgG % IgA %o igM %
Casos normal normal normal
V. Rubino (+) ..... 30 6 20 24 80 12 40
V. Rubino (—) ..... 30 7 23 25 83 19 63
T. Rubino (—) ..... 16 10 62 16 100 12 75
— 37 — Hansen. Int., 1(1):33-41, 1976
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TABELA VI

Comparacfo das porcentagens de normalidade das
imuneglobulinas entre os trés grupos de pacientes

Grupos N.° de IsG IgA IeM
. casos
V. Rubino (4)/V. Rubino (—) ...... 30/30 0,283 0,299 1,782
V. Rubino (—)/T. Rubino (—) ...... 30/16 2,647* 1,749 0,825
V. Rubino (+4)/T. Rubino (—) ...... 30/16 2,891* 1,915 2,263°
* Significante

Valor critico de z — 1,98

DISCUSSAO

Antes do advento da eletroforese, e
mesmo apos, atraveés de
fracionamento salino, diversos
autores demonstraram a existéncia de
um desequilibrio na sintese das
proteinas séricas na hanseniase,
desequilibrio esse que se traduzia por

aumento da fracao globulina
e inversao na relacao
albumina/globulina, podendo as

proteinas totais apresentar-se nor-
mais ou aumentadas, notadamente
na forma virchoviana. Apés o primeiro
trabalho de eletroforese realizado por
Seibert & Nelson (22), com soros de 3
virchovianos. demonstrando aumento
das alfa e gamaglobulinas e dimi-
nuicdo da albumina, foram publi-
cados varios outros mostrando va-
riacbes nas diferentes fracoes ele-
troforéticas em soros de hansenianos.
Mesmo com a divergéncia dos
resultados, os autores sdo concordes
em que a hanseniase virchoviana
mostra diferencas do normal mais

marcantes que a tuberculdide, e
que nao existe um
proteinograma eletroforético ca-

racteristico representando as diversas
formas e estadios da hanseniase.

Em nosso estudo, quando corre-
lacionamos os valores das fracoes
eletroforéticas referentes aos grupos
de hansenianos com os obtidos para
os individuos normais (Tabela III),
notamos um comportamento
desigual, excecao feita a
hipoalbuminemia e hipergamaglo-
bulinemia, presentes nos trés grupos
de hansenianos, porém, com
intensidade variavel (mais intensas
nos grupos virchovianos).

A hipoalbuminemia, citada por
varios autores tanto na hanseniase
virchoviana como na tuberculéide,
estd relacionada, segundo Neil &
Dewar (19), com a severidade da
doenca. Muelling et al (18)
associaram valores muito baixos de
albumina, com amiloidose renal. Por
outro lado, estando os anticorpos
relacionados principalmente com a
fracdo gamaglobulina, compreende-se
a hipergamaglobulinemia verificada
com maior intensidade na hanseniase
virchoviana, quando se reporta ao fato
de que nessa forma da doenca ocorre
a persisténcia de ntmero relativamente
grande de bacilos, por longo periodo
de tempo no organismo, estimulando
a resposta humoral, o que nao
ocorre na forma tuberculéide. Nao
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esta excluida a hipétese desses an-
ticorpos existirem na circulacao
combinados com antigenos mico-
bacterianos, pois que ha evidéncias
indiretas da presenca no sangue de
virchovianos, de complexos Ag-Ac
(17). Almeida (1), estudando titulos de
anticorpos fixadores do complemento
para Ag do bacilo da tuberculose, em
soros de virchovianos, durante 15
meses, concluiu que a variacdo por
ele observada s6 poderia ser explicada
pela fixacao do complemento "in vivo",
devido a formacao de complexos
imunes circulantes.

O grupo virchoviano Rubino po-
sitivo, exceto pela diminuicdo da beta
globulina, expressa em valor relativo,
foi o que mais se aproximou do

quadro protéico da hanseniase
virchoviana citado pela maioria dos
autores, com hiperproteinemia,
hipoalbuminemia e

hipergamaglobulinemia. @A  hiper-
proteinemia, também encontrada nos
virchovianos Rubino negativos, é um
quadro comum em virchovianos.
Uyguanco el al. (26), através de
exames eletroforéticos seriados de
pacientes tratados com sulfonas,
observaram que ocorria diminuicao
das proteinas totais do soro com o
tempo, mas que estas raramente
voltavam ao normal. Quanto a beta
globulina, Jardin & Beytout (11), que
observaram a mesma diminuicao,
atribuiram-na ao aumento muito
intenso de gamaglobulina.

O grupo virchoviano Rubino negativo
diferiu do anterior por apresentar
aumento de alfaz e beta globulinas.
Como na analise pelo teste de Mann-
Whitney nédo conseguimos estabelecer
diferencas entre os grupos virchovianos
Rubino positivo e negativo, para a fracdo
gamaglobulina, fomos levados a
crer que a diferenca significaste

— 39 —

observada através do teste de
Kruskal-Wallis, com relacdo a mesma
(Tabela 1V), provinha dos resultados
do grupo tuberculéide, cuja
hipergamaglobulinemia é sig-
nificativamente menor. O aumento de
alfaz foi mencionado por varios
autores na hanseniase virchoviana, e
por uns poucos, na hanseniase
tuberculéide. Aru (2) referiu-se ao
aumento frequiente de alfaz nas
formas graves dos dois tipos de
hanseniase. 0 aumento de alfaz, que
segundo Tarabini (25) ¢é muito
acentuado nos casos com sindrome
nefrético, pode indicar destruicao
tecidual (15) e tuberculose
concomitante a hanseniase (3). O
aumento de beta em virchovianos é
maior, segundo Kono et al. (13), nos
estados reacionais, tendo sido
observado por Tarabini (25), em casos
complicados por nefrose. Para Mauzé
& Arnaud (16) , o aumento de beta e
alfas, concomitante ou né&o, indica
parasitismo intestinal ou sangliineo
associado.

O modelo eletroforético apresentado
pelo grupo tuberculéide com
hipoalbuminemia, hiper-alfaz-
globulinemia e hipergamaglobu-
linemia foi observado em tuber-
culéides por Serié & Schaller (23).

Por imunoeletroforese foi dificil
observar aumento sensivel de IgA,
como fora mencionado por Lim &
Fusaro (14) em soros de pacientes nao
tratados. Na maior parte das vezes a
leitura dessa imuneglobulina foi tida
como normal.

0 aumento mais constantemente
observado foi o da IgG, e a seguir, o
da IgM para todos os grupos (Tabela
V) , sendo menor a variagdo no grupo
tuberculéide. = Nossos dados se
aproximam daqueles de Bonomo et al.
(5) para hansenianos virchovianos e
tuberculéides.

Hansen. Int., 1(1):33-41, 1976
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Embora a imunoeletroforese nao
tenha permitido estabelecer uma
diferenciacdo quantitativa segura
entre os grupos, possibilitou-nos
verificar o aumento freqiiente da
fracdo ro, (p) em todos eles, e o
aparecimento, em alguns casos, de
uma linha suplementar na regido da
IgM, que acreditamos corresponder a
gamax (yx) , nome dado por Heremans
(10) a uma linha de precipitacao
ausente nos soros normais (pelas
técnicas comuns de verificacdo) e
observada em soros de muitas
doencas inflamatoérias e neoplasicas.

Nossos dados nédo nos permitem
concluir sobre uma relacdo entre a
postividade da reacdo de Rubino
e maior deficiéncia imunolégica
dos virchovianos geu a apresen-
tam e, em conseqUéncia, um prog-
noéstico mais sombrio para os mes-
mos. Evidenciam, porém, diferen-
cas, entre os grupos estudados,

que s6 poderdo ser explicadas
através de  estudos eletroforéticos
sequenciais, alicercados na ob-

servacdo clinica do mesmo grupo de
pacientes.
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SUMMARY
IMMUNOCHEMICAL STUDIES ON LEPROSY. I. ELECTROPHO-
I?ESIS AND IMMUNOELECTROPHORESIS OF SERUM PROTEINS.
TENTATIVE ASSOCIATION TO RUBINO'S REACTION

It was attempted to establish if
leprosy patients with positive Rubino's
reaction would display immunological
characteristics that could distinguish
them from those with negative
Rubino's reaction. By electrophoresis,
Rubino-negative patients (virchowian
and tuberculoid) showed higher levels
of alphaz, globulin than Rubino- posi -

tive patients Virchowian and normal
individuals. Beta globulin levels
were decreased in Rubino-positive
and increased in Rubino-
negative Virchowian patients. By
immunoelectrophoresis similar results
for the two lepromatous groups:
constant increase of IgG znd IgM and
unfrequent raise of lgA were found.
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