ANALISE FAMILIAL DO COMPORTAMENTO in vitro DOS MACROFAGOS
HUMANOS FRENTE AO Mycobacterium leprae*

DértiaV. FREIRE-MATA . **

RESUMO: A analise genética do comportamento dos macréfagos face ao
M. leprae foi discutida, confrontando-se os resultados obtidos com as indicagdes que
favorecem a hipétese de ser a capacidade lisogénica dos macréfagos frente ao M. leprae
dependente de um componente genético importante. Foi demonstrada a existéncia de
familiaridade do cardter, mas os dados nio se conformam com alguns modelos genéticos
simples (gene autossémico, dominante ou incompletamente dominante; e gene ligado ao
sexo, dominante ou recessivo). Os dados ndo contrariam a hipétese de a capacidade
lisogénica dos macréfagos ser condicionada por um gene principal, autossémico e
recessivo, com expressividade varidvel, mas essa hipStese, por ser muito simplista éﬁara
explicar a variabilidade existente na capacidade de lise dos diferentes individuos, deve

ser considerada com reservas.
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1 INTRODUCAO

Desde ha muito tempo se tem dis-
cutido a possibilidade de a suscepti-
bilidade a hanseniase depender de
um componente hereditario importan-
tex. Muito embora a associacao fa-
milial de uma caracteristica nao seja
condicado suficiente para demonstrar
que ela € hereditaria, € evidente que
ela é condicdo necessaria para tanto.
Varias foram as analises familiais
realizadas, tanto considerando-se os
tipos de hanseniase envolvidos 11. 14
quanto o comportamento dos indivi-
duos sadios em relacdo a lepromino-
reacdo 7. 11. 12, 14. Além desses estu-
dos, foram realizadas pesquisas sobre

uma eventual associacdo entre alguns
marcadores genéticos e a hanseniase.
Entre esses marcadores podem ser
mencionados os grupos sanguineos
ABO, MNSs, Rh, K, Js, P, Fy, Jk,
Le, Di 9.20,26,27,32,38,39 ¢ as proteinas
do soro Hp, Inv, Pi e Gc 1,22,27,33,40
Todos esses trabalhos, no entanto, sao
inconclusivos e alguns achados contra-
dizem outros. Ha também estudos so-
bre HLA, GLO, Bf 19,30,41,
Serjeantson et al.** fizeram um
estudo incluindo grande numero de
marcadores (ABO, MN, Rh, Gerbich,
Hp, DIA, MDH, SOD, LDH, ICD, AK,
peptidases A, B, C, PHI, PGK, GOT,
ceruloplasminas, hemoglobinas, Tf, Bf,
PgM,, PgM., GLO, ADA, AcPh, 6PGD

( *) Trabalho dedicado ao Prof. Bernardo Beiguelman corn admiracdo, reconhecimento e amizade.
(**) Departamento de Genética, Universidade Estadual Paulista. 18600 Botucatu, Sao Paulo
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e ESD), concluindo que o modelo de
heranca multifatorial é superior aquele
que leva em conta a existéncia de um
Unico gene responsavel pela suscepti-
bilidade a hanseniase, "embora a evi-
déncia para uma heranga multigénica
nao seja conclusiva". Uma ampla re-
visdo do assunto se encontra em Bei-
guelmans® -

Diversos autores procuraram de-
monstrar diferentes tipos de heranca
para a susceptibilidade a hanseniase,
como Beiguelman!? ; Spickett 36,37 ;
Morton et al. 28 ; Smith35 entre outros.
As diferentes hipoteses foram larga-
mente discutidas por Beiguelman 7:811,

Muito embora se saiba que a han-
seniase se manifesta em decorréncia
de uma infeccdo pelo M. leprae, esses
achados citados parecem falar a favor
de uma diferenca individual em rela-
cdo ao grau de manifestacdo da mes-
ma. Na rapida revisdo do assunto aqui
apresentada foram citados alguns tra-
balhos realizados com a finalidade de
desvendar o mecanismo que controla
a susceptibilidade dos individuos a de-
senvolverem a hanseniase.

Um outro aspecto a ser abordado
quanto a susceptibilidade dos indivi-
duos, quando infectados, a apresenta-
rem hanseniase virchowiana ou tuber-
culdide é através do comportamento
dos macroéfagos frente ao M. leprae.

A capacidade fagocitica de macro6-
fagos humanos in vitro frente ao M. le-
prae foi descrita pela primeira vez por
Benewolenskaja 16. Mais tarde, Hanks
23, 24, 25 trabalhou com culturas de teci-
dos de doentes e demonstrou haver
degeneracao dos macréfagos e acimulo
dos bacilos nas massas necroticas.
Beiguelman#19 observou que, in vitro,
os macrofagos dos hansenianos fago-
citavam os bacilos do M. leprae e se
comportavam de modo diferente con-
forme proviessem de individuos com
hanseniase virchowiana ou tubercul6i -
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de. Nos primeiros, os bacilos se man-
tinham aparentemente intactos mes-
mo apos trés semanas de incubacao,
enquanto nos ultimos encontrava-se
lise bacilar, revelada pela presenca de
bacilos fragmentados, restos
bacilares e coloracéo ténue.

Conforme a capacidade de lise dos
macrofagos, os individuos foram clas-
sificados em ndo-lisadores, os que nao
lisam o M. leprae, e lisadores os que
lisam#5.14.. Tanto os lisadores quanto
os nao-lisadores incluiriam individuos
com diferentes graus de capacidade de
lise” do M. leprae ("teoria do limiar
de lise", de Beiguelman 2.3.7.8,10,11 )

Delville!8. estudando o comporta-
mento dos macréfagos humanos in
vitro frente ao M. leprae, em nao-co-
municantes, observou que em todas as
culturas havia sinais de digestdo baci-
lar mas que havia marcantes diferen-
cas quantitativas, bem como diferencas
no tempo gasto para a digestdo. Co-
mentou que parece haver um meca-
nismo de digestdo na célula que é
liberado por um fendémeno de limiar.
Convit et al.’” observaram que pacien-
tes virchowianos inoculados com M.
leprae possuiam bacilos integros até
120 dias apés ; alguns, depois de 90 a
120 dias, destruiam os bacilos.

Beiguelman?.10 admitiu a possibili-
dade de ser a capacidade lisogénica dos
macrofagos um carater genético que,
em geral, s6 se expressa clinicamente
sob a acao de fatores do meio am-
biente.

Considerando-se a possibilidade de
ser o comportamento dos macrofagos
humanos um carater genético, propos-
se no presente trabalho a estudar o
comportamento dos macréfagos frente
ao M. leprae em familias de doentes de
hanseniase. Com isso, procurou-se
testar a hipotese de ser o comporta-
mento dos macrofagos um carater fa-
milial e, em caso afirmativo, analisar
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também se sua capacidade de lise fren-
te ao M. leprae fagocitado poderia ser
explicada por uma hipétese genética
simples (monogénica).

2 MATERIAL E METODOS

A partir dos arquivos dos Dispen-
sarios de Dermatologia Sanitaria de
Botucatu e de Campinas (Est. de Sao
Paulo), nos quais constava a forma
clinica dos doentes de hanseniase, sele-
cionamos 35 familias caucaséides, nas
quais pelo menos um dos conjuges
apresentava um dos tipos polares de
hanseniase. Essas familias deveriam
ter também filhos maiores de 12 anos.
No total, foram analisadas 176 pessoas.

As 35 familias estavam assim dis-
tribuidas: 11 (31,4%) em que ambos
os conjuges apresentavam hanseniase
virchowiana (V x V) ; 14 (40,0%) em
que um apresentava hanseniase vir-
chowiana e o outro era sadio (V x S).
4 (11,4%) em que um apresentava
hanseniase tuberculéide e o outro han-
seniase virchowiana (T x V) e 6
(17,2%) em que um apresentava han-
seniase tuberculéide e o outro era sadio
(T x S). Entre os casais, um era de
primos em 2.° grau (F = 1/32) e o
outro em 3.° grau (F = 1/64), o que
forneceu uma taxa de consanglinidade
de 5,7%. A analise dos grupos san-
gliineos revelou dois casos de exclusao
de paternidade, os quais foram, por
isso, eliminados da amostra.

A determinacdo dos grupos sangui-
neos foi feita com o auxilio de 9 anti-
-soros (anti-A, anti-B, anti-AB, anti-
M, anti-N, anti-D, anti-C, anti-E e anti-
¢), além do auxilio de provas inversas
(caso do sistema ABO) e do teste indi-
reto de Coombs (caso do sistema Rh) .

As culturas de macroéfagos, leituras
e classificacdo das laminas, foram rea-
lizadas pela técnica descrita por Freire-
Maia 21.
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A classificacao das formas de han-
seniase utilizada foi a recomendada
pelo Congresso Internacional de Lepro-
logia (1953, Madrid).

Em resumo, os individuos foram
classificados como :

Ndo-lisadores — Numerosos bacilos
integros intracelulares e auséncia de
sinais de lise no interior das células.
Auséncia de células "epiteliocides",
de gigantécitos, principalmente do
tipo Langhans e presenca de numero-
sas massas necroéticas com ou sem
bacilos integros.

Intermedidrios — Raros bacilos inte-
gros intracelulares e raros sinais de
lise no interior das células. As
células epitelidides na maioria das
vezes estdo ausentes. Os gigantocitos
podem estar presentes, sendo mais
numerosos no 15.° dia e tornando-se
raros no 30.° dia. Auséncia de
gigantécitos do tipo Langhans e raras
massas necroticas.

Lisadores — Auséncia de bacilos inte-
gros intracelulares e numerosos
sinais de lise no interior das células.
Presenca de células '"epitelidides"
aumentando o nimero a partir do
20.° dia. Gigantocitos aumentando
de freqiiéncia do 15.° ao 30.° dia.
Presenca dos gigantocitos do tipo
Langhans em 50% dos casos. Macro-
fagos praticamente ausentes a par-
tir do 20.° dia e auséncia de massas
necréticas.

A averiguacao foi feita por selecao
completa e a hipotese genética de um
gene autossoémico recessivo freqiiente
foi testada através do método de
Fischer (cf. Beiguelman!3).

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta a distribuicédo
dos casais e seus filhos, segundo o
comportamento dos macréfagos frente
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ao M. leprae, eliminando-se os casais
em que um dos conjuges era falecido e
considerando-se apenas os casais nos
quais foi possivel obter resultados com
20 e 30 dias de inoculacao.
Considerando-se o tipo de familia,
quanto a lise dos bacilos de M. leprae
foram encontrados oito casais em que
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ambos os conjuges foram considerados
como nao-lisadores (n x n) ; sete em
que um dos conjuges foi considerado
como nao-lisador e o outro como inter-
mediario (n x i) ; e dois em que um
dos conjuges foi classificado como
intermediario e o outro como lisador
ix1).

TABELA 1 — Distribuicdo da capacidade de lise dos macrofagos frente ao M. leprae nas

familias estudadas.

CASAL FILHOS
Familia Marido Mulher n 1 1 dg nd
1 i(T) n(S) 2 - - -
2 nim ilS) 1 1 - - -
3 1(T) 1(S) - 1 1 - _
4a dg(S) n(T) - - - 2 -
4b n(T do(S) - - 1 -
5 dg(s) n(T) - 1 - 5 -
6 n(V) 1(S) - 2 - - _
7 n(V) I(S) 2 - - - -
8 n(V) i(S) 3 3 3 - -
9 i(V) i(S) 5 1 - - -
10 i(V) i(S) 31 2% - - -
11 i(V) i(S) 1 1 - - _
12 n(V) n(S) - 1 1 - -
13 V) n(S) - 1 2 - -
14 nd(S) nd(V) 1 - - 1
15 dg(S) dg(V) - - - 1 -
16 nd(V) i(S) - 2 - 2 -
17 nd(S) iV) 3 - - - _
18 de(S) de(V) - 1 1 - _
19 n(S n(V) 1 1 2 1 -
20 i(T) de(V) 1 S
21 delW) ?(T) 2 3 - 1 _
22 n(V) n(7T) 3 - - - -
23 n(V) i(T) 1 7 - - _
24 n(V) n(V) 1 1. - - -
25 7V n(V) 2 - - - _
26 n(V) n(V) 4 - - - -
27 20N 70N 1
28 7(V) dg(V) 1 1 - 2 -
29 n(V) n(V) 1 - - - _
30 7(V) ?(V) 1 _ _ 1 _
31 n(V) n(V) - - - - -
32 n(V) ?(V) 3 1 - 2 -
33a 7(V) ?(V) 41 - - - -
33b n(V) n(V) 2 - - - -

n =nao-lisador; i = intermediario; 1 = lisador; dg = degenerado; nd = nao diferenciado; S
= sadio: T = hanseniase tuberculéide; V = hanseniase virchowiana.

TL(T); **1(V), 1(I); ***(1); §1(V)
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Os casais discordantes (n x i) foram
agrupados independentemente do sexo
do conjuge nado-lisador, uma vez que
nao ha evidéncia de uma diferenca
sexual no comportamento dos macroé-
fagos. Dentre os sete casais discor-
dantes (n x i) havia cinco pais e duas
maes nao-lisadores. Quanto aos dois
casais discordantes (i x 1), em ambos
a mae era lisadora.

Os dados (Tabela 2) mostram que,
dentre os 18 filhos de casais (n x n),
61,1% eram nao-lisadores, 22,2% eram
intermediarios € 16,7% eram lisadores.
Dentre os 28 filhos de casais (n x i),
28,670 eram nao-lisadores, 57,170
eram intermediarios e 14,3% eram
lisadores. Dentre os 5 filhos de casais
(i x 1), 2 eram intermediarios e 3
eram lisadores.

TABELA 2 — Comportamento dos macréfagos dos filhos, de acordo com as classes de casais*.

CASAIS FILHOS
CLASSES N.° n i 1 TOTAL
nxn 8 11 4 3 18
nxi 7 8 16 4 28
ixl 2 - 2 3 5
TOTAL 17 19 22 10 51

*Incluidos apenas os individuos cujo comportamento dos macréfagos pode ser determinado

com 20 ou 30 dias de inoculacéo.

n = nao-lisador; i = intermediario; 1 = lisador.

Teste de independéncia, agrupando-se (i+1); x2 = 8,24; g.1. = 2; 0,01 < P < 0,02.

Os dados mostram que ha associa-
cao familial no comportamento dos
macrofagos frente ao M. leprae nas
familias analisadas. Assim, as fre-
quéncias de filhos nao-lisadores entre
os casais (i x 1), (n xi) e (n x n)
foram, respectivamente, de 0, 28,6% e
61,1%. Reunindo os intermediarios
aos lisadores (i+1), demonstra-se,
por intermédio de um teste de inde-
pendéncia, a existéncia de familiari-
dade do carater. Analisando-se apenas
0s casais com um ou ambos 0s conjuges
nao-lisadores (isto ¢, nxienxn),e
agrupando-se os intermediarios e lisa-
dores (i + 1) em uma Unica classe, as
diferencas constatadas também se
mostram significativas (X2 = 4,80;
g.1.—1; 0,02 <P <0,05).
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Apesar de esses fatos demonstrarem
familiaridade, € claro que ela pode ser
ou ndo o resultado de uma causa
genética. A analise sera feita no sentido
de se procurar determinar esse possi-
vel fator genético, admitindo-se a
hipoétese de ser o carater lisador (i + 1)
condicionado por um gene principal,
autossomico e recessivo, e que os indi-
viduos néo-lisadores tenham, pelo
menos, um alelo dominante.

Admitindo-se que a subamostra de
pais sadios seja representativa da
populacdo geral, a freqiiéncia popula-
cional de individuos nao-lisadores seria
igual a 40%, havendo 40% de inter-
mediarios e 20% de lisadores. No
entanto, considerando-se que essa suba-
mostra € muito pequena (n =10), é
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preferivel usarem-se as estimativas
obtidas por Pisani e a.® em uma
amostra de 57 comunicantes e nao-
comunicantes, entre os quais foi
encontrada uma frequiéncia de cerca de
70% de individuos 1-0 e 1-1 (os quais
correspondem aproximadamente aos
nossos lisadores + intermediarios).

A freqiéncia de lisadores e interme-
diarios, segundo a hipétese de que eles
sejam recessivos, € pois igual a g2 =
70%. Portanto, q = 83,67% e p =
16,33%. Aplicando-se os valores obtidos
as formulas de Fisher, verifica-se que
o numero esperado de casais Domi-
nante x Dominante sem filhos lisado-
res éigual a 5,03, sendo pois 0 nimero
esperado de casais com filhos lisadores
igual a 2,97 (ou seja, 8 — 5,03). Por

outro lado, entre os casais Dominante
x Recessivo, o numero esperado de
casais sem filhos lisadores é igual
a 1,66 e o numero esperado com lisado-
res é igual a 5,34 (isto € 7 — 1,60).
Comparando-se os numeros obtidos
com os esperados, verifica-se que as
diferencas nao sao estatisticamente
significativas (X2 = 0,57; g. 1. = 1,0;
0,50 < P < 0,70, para os casais
Dominante x Dominante; X2 = 0,36;
g. 1. =1; 0,30 < P < 0,50, para os
casais Dominante x Recessivo ; e X2
=0,93;9.1. = 2; 0,50 < P < 0,70,
para a soma).

A Tabela 3 retne os dados relativos
a 14 familias, nas quais s6 se observam
casais em que um dos conjuges, pelo
menos, apresenta fenotipo recessivo.

TABELA 3 — Distribuicao dos fenétipos supostamente recessivos (lisador e intermediario)

dominante (nédo-lisador) em 14 familias.

Tamanho da N.° de N.c DE IRMANDADES
CASAIS irmandade irmandades Sem Com
(s) (Ny) lisadores lisadores
Nao-lisador 1 3 2 1
X 2 2 -
3 1 1
Nao-lisador 4 2 1 1
TOTAL 8 4 4
Nao-lisador 2 4 1 3
3 1 - 1
X
8 1 -
(Lisador + intermediario) 9 1 -
TOTAL 7 1 6
4 DISCUSSAO E CONCLUSOES a)  Os tipos polares de hanseniase

As situacoes que favorecem a hipéo-
tese de ser genética a capacidade liso-
génica dos macrofagos frente ao M.
leprae podem ser assim sumariadas, de
acordo com Beiguelman 711
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mostram associacdo familial.

b) A concentracdo de hansenianos em
irmandades néo é casual, mesmo
em populacdes com alta prevalén-
cia de hanseniase.
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c) Os consangliineos de pacientes
virchowianos tém maior risco de
contrair hanseniase virchowiana
do que os nao-consanguliineos des-
ses doentes.

d) Os estudos de gémeos sugerem
que os pares monozigoticos sao
mais concordantes do que os dizi-
gobticos no concernente as formas
de hanseniase.

e) A associacao familial da reacéo
de Mitsuda foi plenamente de-
monstrada.

f) A proporcdo de reacdo de Mitsuda
forte, apdés calmetizacdo, € signifi-
cativamente menor em filhos de
virchowianos do que em filhos de
sadios.

g) A incapacidade lisogénica em rela-
cao ao M. leprae apresentada pelos
macrofagos dos doentes vircho-
wianos parece ser especifica.

h) Nao é possivel a transformacao
de um individuo que reage a
inoculacdo de M. leprae desenvol-
vendo um infiltrado onde predo-
minam células de Virchow, em um
que produz um granuloma tuber-
culéide e vice-versa.

i) Alguns comunicantes de hanse-
niase sao permanentemente inca-
pazes de reagir positivamente ao
teste de Mitsuda, mesmo quando
submetidos a vacinacao com BCG
e inoculacoes repetidas de lepro-
mina. Em contraste, outros, mes-
mo em tenra infancia, respondem
positivamente a lepromina sem
sensibilizacdo demonstravel por
M. leprae ou M. tuberculosis.

Numa tentativa de se analisar gene-
ticamente a associacao familial encon-
trada no presente trabalho em relacéo
ao comportamento dos macrofagos face
ao M. leprae, algumas ponderacoes
podem ser feitas a respeito de algumas
hipéteses genéticas simples:
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— Quer quando se analisam os
heredogramas, quer quando se
compara o comportamento  dos
macrofagos nos dois sexos, ndao ha
nenhuma indicacdo de que esteja em
acdo um gene ligado ao sexo.

— No caso de heranca autossémica,
poder-se-ia pensar na possibilidade de
o carater nao-lisador ser condicionado
por um gene recessivo. Observando-se
os dados (Tabela 2), pode-se logo
descartar essa hipétese, pois dentre os
casais n x n, os quais deveriam ter
apenas filhos nao-lisadores, foram
encontrados 39% (7/18) de filhos
lisadores e intermediarios.

— Outra hipétese genética simples
é que o carater lisador fosse recessivo,
e o intermediario fosse heterozigoto.
Admitindo-se essa hipotese, os casais
(i x 1) deveriam ter filhos na propor-
cdode 1 : 1 : 0O para lisador, interme-
diario e nao-lisador, respectivamente,
e tiveram 3 : 3 : 5; os casais (i x n)
deveriam ter O : 1 : 1 e tiveram 4 : 16
:8; e finalmente, os casais (n X n)
deveriam ter O: O: 1 e tiveram 3: 4

12. Portanto, essa hipétese também
ndo pode ser aceita, a despeito de os
casais (i x i) terem mostrado distri-
buicdo (1 : 2 3) que nao difere
flagrantemente do esperado (1 : 2 : 1).

— Uma quarta hipotese genética
simples, testada no presente trabalho,
seria a de que o carater lisador (i + 1)
fosse devido a um gene autossémico
recessivo, diferenciando-se do néo-
lisador (dominante). Como se viu, essa
hipotese, condicionada a ressalva de
tratar-se de um gene principal com
expressividade variavel, ndo poéde ser
rej eitada.

A evidéncia a favor da 4 * hipotese,
no entanto, é ténue. Deve-se lembrar,
por exemplo, o fato de nao ter sido
detectada nenhuma familia em que
ambos os conjuges fossem lisadores
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(1). Esses casais sdo de grande impor-
tancia na analise do problema, pois,
independentemente de suposicoes basi-
cas, tal como equilibrio populacional,
eles deveriam ter exclusivamente filhos
lisadores, se fosse verdadeira a hipo-
tese. No entanto, classificando-se o
comportamento dos macrofagos em
cinco tipos, observam-se 1 casal (il x
il) e 1 casal (il x 11), os quais tiveram
trés filhos il e dois 11 (ou seja, os 5
filhos desses casais comportaram-se
como il ou 11, nenhum deles sendo
nao-lisador). Esse resultado favore-
ceria a hipoétese.
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é a unica responsavel pelos resultados e
conceitos aqui apresentados.
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considered just as a working hypothesis.

ABSTRACT — The lysogenic capacity of human macrophages facing M. leprae
in vitro may be dependent on an important genetic component. Although the family
aggregation of the trait is demonstrated, this is a necessary but not sufficient condition
to prove genetic influence. The data do not fit some simple genetic models (autosomal
dominant or incompletely dominant gene; dominant or recessive sex-linked gene). The
results obtained are consistent with the hypothesis that the macrophages' lysogenic
capacity is mainly due to a major gene with variable expressivity. This hypothesis
may be too simple to account for the whole variability detected and therefore must be

Key words: Hanseniasis. Machophages. Genetics. Mycobacterium leprae.
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