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ESTUDOS IMUNOQUÍMICOS NA HANSENÍASE

I - ELETRO E IMUNOELETROFORESE DAS
PROTEÍNAS SÉRICAS. TENTATIVA DE
ASSOCIAÇÃO COM A REAÇÃO DE RUBINO
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RESUMO — Foi feita uma tentativa para determinar se pacientes de hanseníase,
com reação de Rubino positiva, exibem características imunológicas que
possam diferenciá-los daqueles com reação negativa. Observou-se, pela
eletroforese, que os pacientes Rubino negativos (virchovianos e
tuberculóides) apresentavam níveis de alfa2 globulina maiores que os
pacientes Rubino positivos (virchovianos) e os indivíduos normais. Os níveis
de beta globulina estavam diminuídos nos Rubino positivos e aumentados
nos virchovianos Rubino negativos. Pela imunoeletroforese houve resultados
semelhantes para os dois grupos virchovianos : aumento constante de IgG e
IgM e eventual de IgA.
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INTRODUÇÃO

Em 1926 Rubino (20), ao realizar
trabalho sobre fixação eventual do
complemento para sífilis, observou,
pela primeira vez, a capacidade do
soro de hansenianos de aglutino-
sedimentar rapidamente hemácias
formoladas de carneiro. A
especificidade da reação, referida por
vários 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
à imunologia da hanseníase, não há
correlação direta entre eles e algum
traço específico da doença.

Em vista da característica única
demonstrada pela reação de Rubino,
procuramos estudar as frações
eletroforéticas e o comportamento
imunoeletroforético do soro de
doentes sob tratamento no Hospital
"Lauro de Souza Lima" (ex-Sanatório
Aimorés), de Bauru, classificando-os
primeiramente em Rubino positivos e
Rubino negativos, a fim de procurar
uma possível correlação entre a' pro-
priedade de promover a aglutinação
de hemácias formoladas de carneiro e
variações verificáveis por eletro e
imunoeletroforese. O presente
trabalho é o primeiro de uma série,
envolvendo estudos imunoquímicos e
a reação de Rubino, utilizando a
mesma amostra de pacientes. Nossa
intenção, assim como a de Curban
(6), foi a de estudar a reação, não
como simples instrumento
diagnóstico, mas sim, como um
campo inexplorado que pode trazer
alguma contribuição à compreensão
do comportamento imunológico
do doente de hanseníase.

MATERIAL E MÉTODOS

Soros. Analisamos 76 soros de
hansenianos virchovianos e tuber-
culóides, os primeiros divididos em 2
grupos de 30 pacientes cada um,
classificados em Rubino positivos e
negativos, constituindo os últimos um
único grupo de 16 pacientes Rubino
negativos. Esta classificação foi feita
com base na reação preconizada por
Rubino (21) em 1931: feita a colheita
do sangue, após a retração do
coágulo removíamos o soro e
centrifugávamos a 1500 rpm, durante
15 minutos. Do soro obtido
distribuíamos 2 ml em tubo de ensaio
que era mantido em geladeira até a
execução da reação de Rubino (dentro
de 48 horas da colheita) e
utilizávamos o restante para outras
provas laboratoriais. Essas alíquotas
eram mantidas a —20°C até o
momento do uso. Como controles
utilizamos 35 soros normais de
doadores de sangue do Hospital do
Servidor Público Estadual "Francisco
Morato de Oliveira", de São Paulo.

Todos os pacientes encontravam-se, à
época do exame sorológico, em
tratamento ambulatorial e exibiam
lesões em atividade. A média da faixa
etária do grupo virchoviano Rubino
positivo foi de 45,5 anos, a do grupo
virchoviano Rubino negativo, de 45,9
anos e a do grupo tuberculóide, de 36,4
anos. As porcentagens de indivíduos do
sexo masculino foram de 63%, 80% e
56,2%, para os três grupos,
respectivamente. Foi idêntico o número
de pacientes que já apresentaram surto
reacional tipo eritema nodoso nos dois
grupos virchovianos (63%).

Dosagem de proteínas totais.
Determinamos as proteínas totais pela
reação do biureto, segundo o
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método de Gornall et al. (8), com
leitura no espectrofotômetro "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
extinção 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 dão a
média, o desvio padrão e o erro
padrão do protidograma dos soros
usados como controles e dos grupos
de hansenianos estudados. Como,
porém, a maior parte das variáveis
estudadas apresentou distribuições
onde a hipótese de normalidade seria
uma aproximação demasiado
grosseira, aplicamos testes não
paramétricos na análise dos
resultados.

Para comparação de cada fração
eletroforética em g/100 ml e
percentual relativo, entre o grupo
normal e os três grupos de han-
senianos, utilizamos o teste de Mann-
Whitney (24) (Tabela III).
Encontramos diferenças significantes
nos três grupos. Com relação às
proteínas totais, nos dois grupos
virchovianos ; com relação às
frações albumina e gamaglobu-

Tina (g/100 ml e %R), nos três
grupos; alfa2 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 comparação dos mesmos
valores, entre os três grupos de
pacientes, utilizamos o modelo de
análise de variância a 1 critério de
Kruskal-Wallis (24). Conforme se
verifica pelos resultados da tabela IV,
os três grupos diferem entre si com
relação às frações alfa2 globulina
(%R), beta e gamaglobulinas (g/100
ml e %R). A fim de determinar se
essas diferenças significastes
procediam de um comportamento
desigual dos grupos virchovianos,
fizemos a comparação entre ambos,
através do teste de Mann-Whitney.
Observamos que os mesmos diferiam
significantemente apenas com relação
à alfa2 (%R) e beta globulinas (g/100
ml e %R).

Imunoeletroforese. Os resultados da
imunoeletroforese são dados em
porcentagens de soros que
apresentaram linhas de precipitação
na região das imuneglobulinas, com
intensidade igual a dos soros normais
(Tabela V). Quando comparamos
essas porcentagens através do teste
das proporções aplicado aos grupos
de pacientes 2 a 2 (Tabela VI), não de-
tectamos diferenças entre os grupos
virchovianos, mas sim, entre estes e o
grupo tuberculóide nas
imuneglobulinas G e M (esta última
apenas para o grupo Rubino positivo).
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DISCUSSÃO

Antes do advento da eletroforese, e
mesmo após, através de
fracionamento salino, diversos
autores demonstraram a existência de
um desequilíbrio na síntese das
proteínas séricas na hanseníase,
desequilíbrio esse que se traduzia por
aumento da fração globulina
e inversão na relação
albumina/globulina, podendo as
proteínas totais apresentar-se nor-
mais ou aumentadas, notadamente
na forma virchoviana. Após o primeiro
trabalho de eletroforese realizado por
Seibert & Nelson (22), com soros de 3
virchovianos. demonstrando aumento
das alfa e gamaglobulinas e dimi-
nuição da albumina, foram publi-
cados vários outros mostrando va-
riações nas diferentes frações ele-
troforéticas em soros de hansenianos.
Mesmo com a divergência dos
resultados, os autores são concordes
em que a hanseníase virchoviana
mostra diferenças do normal mais
marcantes que a tuberculóide, e
que não existe um
proteinograma eletroforético ca-
racterístico representando as diversas
formas e estádios da hanseníase.

Em nosso estudo, quando corre-
lacionamos os valores das frações
eletroforéticas referentes aos grupos
de hansenianos com os obtidos para
os indivíduos normais (Tabela III),
notamos um comportamento
desigual, exceção feita à
hipoalbuminemia e hipergamaglo-
bulinemia, presentes nos três grupos
de hansenianos, porém, com
intensidade variável (mais intensas
nos grupos virchovianos).

A hipoalbuminemia, citada por
vários autores tanto na hanseníase
virchoviana como na tuberculóide,
está relacionada, segundo Neil &
Dewar (19), com a severidade da
doença. Muelling et al. (18)
associaram valores muito baixos de
albumina, com amiloidose renal. Por
outro lado, estando os anticorpos
relacionados principalmente com a
fração gamaglobulina, compreende-se
a hipergamaglobulinemia verificada
com maior intensidade na hanseníase
virchoviana, quando se reporta ao fato
de que nessa forma da doença ocorre
a persistência de número relativamente
grande de bacilos, por longo período
de tempo no organismo, estimulando
a resposta humoral, o que não
ocorre na forma tuberculóide. Não
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está excluída a hipótese desses an-
ticorpos existirem na circulação
combinados com antígenos mico-
bacterianos, pois que há evidências
indiretas da presença no sangue de
virchovianos, de complexos Ag-Ac
(17). Almeida (1), estudando títulos de
anticorpos fixadores do complemento
para Ag do bacilo da tuberculose, em
soros de virchovianos, durante 15
meses, concluiu que a variação por
ele observada só poderia ser explicada
pela fixação do complemento "in vivo",
devido à formação de complexos
imunes circulantes.

O grupo virchoviano Rubino po-
sitivo, exceto pela diminuição da beta
globulina, expressa em valor relativo,
foi o que mais se aproximou do
quadro protéico da hanseníase
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 diminuição
das proteínas totais do soro com o
tempo, mas que estas raramente
voltavam ao normal. Quanto à beta
globulina, Jardin & Beytout (11), que
observaram a mesma diminuição,
atribuíram-na ao aumento muito
intenso de gamaglobulina.

O grupo virchoviano Rubino negativo
diferiu do anterior por apresentar
aumento de alfa2 e beta globulinas.
Como na análise pelo teste de Mann-
Whitney não conseguimos estabelecer
diferenças entre os grupos virchovianos
Rubino positivo e negativo, para a fração
gamaglobulina, fomos levados a
crer que a diferença significaste

observada através do teste de
Kruskal-Wallis, com relação à mesma
(Tabela IV), provinha dos resultados
do grupo tuberculóide, cuja
hipergamaglobulinemia é sig-
nificativamente menor. 0 aumento de
alfa2 foi mencionado por vários
autores na hanseníase virchoviana, e
por uns poucos, na hanseníase
tuberculóide. Aru (2) referiu-se ao
aumento freqüente de alfa2 nas
formas graves dos dois tipos de
hanseníase. 0 aumento de alfa2, que
segundo Tarabini (25) é muito
acentuado nos casos com síndrome
nefrótico, pode indicar destruição
tecidual (15) e tuberculose
concomitante à hanseníase (3). 0
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
alfa2, concomitante ou não, indica
parasitismo intestinal ou sangüíneo
associado.

O modelo eletroforético apresentado
pelo grupo tuberculóide com
hipoalbuminemia, hiper-alfa2-
globulinemia e hipergamaglobu-
linemia foi observado em tuber-
culóides por Serié & Schaller (23).

Por imunoeletroforese foi difícil
observar aumento sensível de IgA,
como fora mencionado por Lim &
Fusaro (14) em soros de pacientes não
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 variação no grupo
tuberculóide. Nossos dados se
aproximam daqueles de Bonomo et al.
(5) para hansenianos virchovianos e
tuberculóides.
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Embora a imunoeletroforese não
tenha permitido estabelecer uma
diferenciação quantitativa segura
entre os grupos, possibilitou-nos
verificar o aumento freqüente da
fração ro, (p) em todos eles, e o
aparecimento, em alguns casos, de
uma linha suplementar na região da
IgM, que acreditamos corresponder à
gamax (yx) , nome dado por Heremans
(10) a uma linha de precipitação
ausente nos soros normais (pelas
técnicas comuns de verificação) e
observada em soros de muitas
doenças inflamatórias e neoplásicas.

Nossos dados não nos permitem

concluir sobre uma relação entre a

postividade da reação de Rubino

e maior deficiência imunológica

dos virchovianos qeu a apresen-

tam e, em conseqüência, um prog-

nóstico mais sombrio para os mes-

mos. Evidenciam, porém, diferen-

ças, entre os grupos estudados,

que só poderão ser explicadas

através de estudos eletroforéticos

seqüenciais, alicerçados na ob-

servação clínica 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 alpha2, 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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