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RESUMO - Testes cutdneos sdo utilizados para o acompanhamento de casos de hanseniase, pois
constituem um dos parédmetros para a classificacdo da forma clinica da doenca, progndstico e
mesmo para indicagdo e acompanhamento do tratamento. Estes testes foram desenvolvidos no
inicio do século e utilizam suspensées de bacilos extraidos de lepromas humanos ou de tatus
infectados. Neste artigo, revemos as caracteristicas do teste da lepromina ou de Mitsuda e dos
testes alternativos que foram desenvolvidos. Discutimos também o potencial da utilizacdo de
antigenos recombinantes como uma possibilidade futura para a obtengdo de testes cutdneos
mais especificos e mais padronizaveis em relacdo aqueles obtidos a partir de seres humanos ou
de tatus.
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INTRODUCAO

estes cutaneos, que medem a resposta
celular individual de cada paciente, sdo
bastante importantes para o acom-
panhamento de casos de hanseniase. Tais
testes constituem um dos parametros para a
classificagdo da forma clinica da doencga?’,
sendo também utilizados para o progndstico e
acompanhamento do tratamento®.
Os testes foram desenvolvidos no inicio
do século por Hayashi (1918)° e Mitsuda (1919)* e
utilizam suspensbdes de bacilos extraidos de
lepromas humanos ou, a partir dos anos 70, de
tatus infectados. Depois que M. leprae foi obtido
em grande quantidade a partir de tatus, a
inativacdo desta micobactéria comegou a ser
realizada preferencialmente por irradiagdo na dose

de 2,5 Mrad, em substituicdo ao tratamento pelo
calor, utilizado na preparacdo do antigeno extraido
de lepromas humanos?’. Estudos realizados em
seres humanos confirmaram que estes dois
antigenos eram equivalentes em testes cuténeos e
ambos se tornaram aceitos pela Organizagao
Mundial da Salde (OMS) para este fim>*3,

A preparacdo utilizada para os testes
cutaneos, conhecida como reagente de Mitsuda
ou lepromina integral, consiste de um antigeno
bruto, ndo purificado, preparado a partir de
materiais bioldgicos de diferentes origens e com
diferentes quantidades de bacilo. Portanto,
torna-se muito  dificil a padronizacdo de
antigenos preparados em diferentes locais, as
vezes, por métodos e protocolos diferentes?!.
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DISCUSSAO

A OMS sugeriu um protocolo padrdo
para a producdo deste antigeno, envolvendo
inativacdo dos bacilos por autoclavagem,
homogeneizagao mecénica dos tecidos,
filtragdo, diluicdo final numa solugdo contendo
5% fenol, seguida por nova autoclavagem?27.
Como controle de qualidade, o produto tem que
ser submetido a: 1 - testes de esterilidade, 2 -
testes de inocuidade  por  inoculagdo
intraperitoneal em camundongos e cobaias, 3 -
testes cutédneos em cobaias (ndo deve induzir
necrose), 4 - verificagdo da concentragao
protéica (ndo deve ser maior do que aquela
encontrada em lotes sabidamente seguros para
uso humano), 5 - verificacdo do conteldo de
fenol (ndo deve ser maior que 5,5 g por litro), 6
- contagem de bactérias (deve estar entre
4,Ox107 e 1,6x108 bacilos por ml)?. E importante
notar que existe apenas uma exigéncia
quantitativa em relagdo a concentracgdo protéica;
conseqientemente, os preparados finais podem
variar bastante quanto as diferentes espécies
antigénicas presentes.

Os testes de Mitsuda e de Montenegro
(utilizado para leishmaniose) sdo os Unicos testes
de imunidade celular nos quais a leitura ndo é
feita em 24 e 48 horas, mas apds 28 dias e 72
horas, respectivamente, quando ocorre a
formagdo de um granuloma e hipersensibilidade'.
De fato, existe também a reagdo de Fernandez
(1940)', na qual a leitura é feita 48 horas apds a
inoculagdo do antigeno de Mitsuda, mas os
resultados deste teste sdo bastante irregulares,
provavelmente porque a composigdo das
proteinas sollUveis nesta preparagdo é também
irregular3.

Assim, o teste de Mitsuda ndo s6 mede a
resposta de hipersensibilidade tardia pré-existente,
como também pode funcionar como uma
imunizacdo em doses muito baixas®*'%%, Ademais,
pode-se encontrar resposta cruzada provocada por
antigenos semelhantes de outras micobactérias".
Por todas estas razles, o teste ndo é especifico para
M. leprae e pode se encontrar positividade mesmo
em populagdes ndo endémicas®®.

Para preservar a imunogenicidade do
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antigeno, o protocolo de sua preparagdo
envolve a aplicagdo de técnicas ndao muito
agressivas®>?®>, Em  decorréncia, proteinas
derivadas de tatu ainda estdo presentes na
preparacao, como foi recentemente
comprovado®®, confirmando dados prévios, que
referiam a presenca de proteinas ndo
pertencentes a M. leprae nestas preparagoes.
Estas proteinas do hospedeiro podem interferir
com o resultado dos testes cutdneos, como
observado anteriormente, tanto com o antigeno
preparado a partir de lesbes humanas’®*!, como
com o antigeno preparado a partir de tatus
infectados'?.

Como alternativa ao antigeno de
Mitsuda, foram desenvolvidos extratos de
antigenos sollveis, preparados a partir de M.
leprae irradiados extraidos de tatu!®*. Em
relacdo ao antigeno de Mitsuda, esta
preparacdo apresentaria duas vantagens: 1 -
inducao de resposta de hipersensibilidade tardia
local, cuja leitura é feita 48 horas apds o
desafio, de forma mais reprodutivel do que a
reacdo de Fernandez'?*?®; 2 - incapacidade
de imunizagdo do individuo submetido ao
teste cutaneo, permitindo a avaliagdo da
eficadcia vacinal sem interferéncia de efeitos
induzidos pelo prdprio teste cutdneo®. Entretanto,
foi demonstrado que a realizagdo prévia de um
teste cutdneo com antigenos sollveis pode
interferir no resultado de outro teste posterior!’. A
falta de padronizacdo destes antigenos leva a

resultados divergentes quando o0 mesmo
individuo é avaliado por dois antigenos
diferentes®®.

Neste contexto, a pesquisa de

antigenos recombinantes de M. leprae que
possam ser utilizados em testes cuténeos para a
monitorizacdo da imunidade celular contra M.
leprae, ¢ uma das prioridades da OMS?%. A
obtengdo destes antigenos deve permitir o preparo
de quantidades maiores de reagentes, com
purificagdo simples, com menores riscos de
contaminantes e com padronizagdo mais facil
entre os diferentes preparados. Além disso, através
da escolha cuidadosa dos antigenos, poderiam ser
preparados testes especificos para o M. leprae, que
pudessem ser realizados repetidamente, sem
interferéncia substancial em testes posteriores.
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SUMMARY Skin tests are utilized in the follow up of leprosy patients, constituting one of the
parameters for the classification of the clinical forms of this disease, its prognosis and even for
treatment indication and follow up. These tests have been developed in the first quarter of this
century and are based on bacilli suspensions obtained from human lesions or from infected
armadillos. In this paper, we review the characteristics of lepromin or Mitsuda antigen and other
alternative tests. The potential of recombinant antigens in the preparation of skin tests is also
highlighted as a future perspective for the preparation of improved, standardized and more
specific reagents, in comparison from those tests obtained from human lesions or armadillos.
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