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ESTUDOS IMUNOQUÍMICOS NA HANSENÍASE

II - QUANTIFICAÇÃO DE IMUNEGLOBULINAS
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COM A REAÇÃO DE RUBINO

O

R.

N.

A. L. V. M

RESU
R
(
d
n
a
m
I
antigenicamente, ou responde com maior intensidade ao estimulo a

Term

Key w

Radial immunodiffusion.

(

(*

(**

(***
de Patologia da Faculdade de Odontologia de Bauru-CSP.

— 43 — Hansen. In
. P. SILVA (*)

G. FERRI (**)

MORAES (***)
ARQUES (****)
MO — Foram analisados soros de 60 pacientes de hanseníase virchoviana (30
ubino positivos e 30 Rubino negativos) e de 16 hansenianos tuberculóides

Rubino negativos), através da quantificação de imuneglobulinas pela técnica
a imunodifusdo radial simples. Observou-se aumento dos níveis de IgG e IgA
os dois grupos virchovianos. Os níveis de IgM mostraram-se aumentados
penas no grupo virchoviano Rubino positivo. Os níveis de IgD estiveram nor-
ais nos três grupos. Os pacientes tuberculOides exibiram aumento apenas de

gG. Os resultados sugerem que o grupo Rubino positivo ou é mais estimulado

ntigénico.
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imune de coelho anticadeia delta
humana, referência 116 do CPI.

Soros de referência. Como pa-
drões, para a construção das cur- vas
de referência, empregamos os soros
"Tri-Partigen" — Behring- werke AG,
dosando : 44mg/100 ml (5,1 UI/m1),
98 mg/100 ml (11,31 UI/ml) e 163
mg/100 ml (18,71 UI/ml), para a IgG;
68 mg/100 ml (40 UI/ml), 173 mg/
100 ml (103 UI/ml) e 322 mg/100 ml
(192 UI/m1), para a IgA; 46 mg/100
ml (53 UI/ml), 135 mg/ 100 ml (155
UI/m1) e 258 mg/100 ml (297
UI/ml), para a IgM, e padrões Hyland,
para a IgD, do- sando: 4,3; 6,4 e 9,6
mg/100 ml.

Quantificações. Fizemos as
quantificações segundo o método de
Mancini et al. (8), que utiliza o
principio da reação a termo, com
leituras no imunoscópio de proje- cdo
(*), após difusão de 80 horas, para a
IgM, e de 48-50 horas para as demais
imuneglobulinas.

Na maioria dos soros, principal-
mente os de virchovianos, tivemos
que fazer diluições em salina, para a
quantificação das três imuneglo-
bulinas principais, e multiplicar os
resultados pelo fator de dilui- cão. Em
geral, diluíamos a IgG, 1:30, a IgM, 1
:2-1 :3 e a IgA, 1:3.

RESULTADOS
Como os resultados obtidos não

seguem distribuição normal, foram
analisados por meio de testes não
paramétricos. Todavia, como é
tradicional a apresentação da média,
desvio padrão, erro padrão e
mediana, pela maioria dos auto- res,
para exprimir seus resultados, esses
dados são encontrados na tabela I.

Fizemos as seguintes compara-
ções:

(*) Equipamento ótico de Carl Zeiss: projetado por R. G. Ferri & N. Geisdhovel.

INTRODUÇÃO

No primeiro estudo desta serie (15),
que visa a caracterização de pacientes
de hanseníase, com base nas
propriedades exibidas pelos soros
com ou sem capacidade de aglutino-
sedimentar hemácias formoladas de
carneiro, segundo a técnica
de Rubino, pesquisamos o
comportamento eletro e imunoele-
troforético de soros de hansenianos
sob tratamento no Hospital "Lauro de
Souza Lima", de Bauru. No presente
trabalho apresentamos os resultados
da quantificação das imuneglobulinas
IgG, IgA, IgM e IgD nos soros do mes-
mo grupo de pacientes, através da
imunodifusão radial simples. A
exceção da IgE, cujos níveis bai-
xíssimos no soro não podem ser
detectados por essa metodologia, as
demais imuneglobulinas já foram
quantificadas na hanseníase.

MATERIAL E MÉTODOS

Soros. Analisamos 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, após a execução da reação
descrita por Rubino (11), em 1931.
Como controles utilizamos 35 soros
normais de doadores de sangue do
Hospital do Servidor Público Estadual
"Francisco Morato de Oliveira".

Placas para imunodifusdo radial.
Utilizamos placas "Tri-Partigen" —
Behringwerke AG, para a
quantificação de IgG, IgA e IgM. Para
a dosagem de IgD, "Immunoplates"
Hyland e placas por nós
elaboradas no CPI, utilizando soro
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Indivíduos normais >< os três
grupos de pacientes tomados iso-
ladamente. Utilizando o teste de
Mann-Whitney (14), comparamos
os níveis de imuneglobulinas de
cada grupo de pacientes com o

grupo de indivíduos normais, ob-
servando o aumento significante
da IgG, em todos os grupos, da
IgA, nos grupos virchovianos e da
IgM, apenas no grupo virchoviano
Rubino positivo (tabela II).

Comparação entre os três gru-
pos de hansenianos. A fim de ve-
rificarmos se existiam diferenças
significantes entre os três grupos de
pacientes, empregamos o teste de
Kruskal-Wallis (14) para fazer a
comparação. Conforme se veri-
fica na tabela III, corn exceção da
IgD, houv diferença significante
para as demais imuneglobulinas.
Fazendo a comparação apenas en-
tre os grupos virchovianos, pelo
teste de Mann-Whitney, verifica-
mos que os mesmos comportaram-
- se diferentemente, somente com

relação à IgM (z = 4,089). Assim
sendo, as discordâncias detectadas
pela analise de Kruskal-Wallis
quanto a IgG e IgA, indicadas na
tabela III, resultaram de diferen-
ças entre os grupos virchovianos e
tuberculaide.

Indivíduos que já apresentaram
X indivíduos que não apresenta-
ram surtos reacionais tipo EN.
Utilizando o teste de Mann-Whit-
ney, não encontramos diferença
significante entre os níveis de imu-
neglobulinas de pacientes sujeitos
e dos não sujeitos à reação do tipo

eritema nodoso, dentro de um mes-
mo grupo, tanto para o grupo vir-
choviano Rubino positivo, como
para o grupo virchoviano Rubino
negativo.
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Correlação entre a fração gama-
globulina eletroforética e a IgG
quantificada em imuno placa. Es-
tudamos, em todos os grupos, a
correlação entre os valores da fra-
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ção gama eletroforética e os níveis
de IgG obtidos na quantificação,
através do coeficiente de Spear-
man (14). Na tabela IV estão os
valores dos coeficientes de corre-

lação e respectivos valores de "t".
Encontramos em todos os grupos
altíssima correlação entre a fração
gama e a IgG.

DISCUSSÃO

Os valores médios normais e os de
hansenianos, das imuneglobuli-
nas, encontrados por diversos au-
tores, situam-se dentro de uma larga
faixa, em virtude da varia-
ção na metodologia de trabalho,
padrões utilizados, fatores genéti-
cos do indivíduo e fatores ambien-
tais. Essa variação pode ser vi-
sualizada, em termos de interpre-
tação e quantificação, nas Tabelas V e
VI, que dão os resultados ob-
tidos por vários Autores.

Na quantificação de imuneglo-
bulinas em indivíduos normais en-
contramos valores médios próxi-
mos aos de Pereira et al. (9), con-
siderando-se a variação esperada pela
diferente metodologia de tra-
balho, à exceção da IgM (Tabe-
la I).

A mediana encontrada para os
valores de IgD nesses indivíduos (3,1
mg/100 ml) é praticamente
superponível ao valor médio deter-
minado por Rowe et al. (10) pa-
ra indivíduos normais (3 mg/100 ml).
Damos os resultados das
quantificações de IgD em media-
na, por acharmos que esta repre-
senta melhor as características dos
níveis dessa imuneglobulina. NI-

veis de IgD iguais a zero nem sem-
pre indicam ausência total da mes-
ma, podendo antes representar ní-
veis muito baixos, não detectados
pela concentração do anti-soro na
placa.

Quando comparamos as quanti-
ficações obtidas em soros normais
com aquelas dos soros de hanse-
nianos (Tabela II) verificamos o
aumento de IgG em todos os gru-
pos, o de IgA nos grupos vircho-
vianos e o de IgM apenas no grupo
virchoviano Rubino positivo, es-
tando normal a IgD em todos eles.

As observações quanto aos gru-
pos Rubino positivo e Rubino ne-
gativos coincidiram com os dados
obtidos por Sheagren et al. (13)
e Jha et al. (5) (Tabela V), em
pacientes virchovianos e tubercu-
lóides.

O aumento de IgM observado no
grupo virchoviano Rubino positivo
já fora mencionado por outros
Autores (2, 17), em pacientes vir-
chovianos.

Nossos dados discordaram dos de
Rowe et al. (10) quanto à IgD que,
segundo eles, estaria aumen-
tada na hanseníase. Talvez a pe-
quena amostra com que trabalha-
ram (5 pacientes) , não possa
espelhar realmente a situação.
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O aumento de IgG é um dado
lógico, uma vez que esta se apre-
senta sempre elevada nas infec-
ções prolongadas. O aumento de
IgM, contudo, suscita opiniões di-
versas. Sheagren et al. (13) não
têm qualquer explicação. Segundo
Bonomo et al. (1), sendo a for-
mação de IgM a resposta primária
ao estimulo antigênico, poderia
ocorrer que o M. leprae sofresse
alterações antigênicas funcionan-
do várias vezes como um novo an-
tígeno. Para Lim & Fusaro (6), a
possível explicação seria a conti-
nua multiplicação do bacilo e a rea-
gdo resultante do hospedeiro a essa
grande população bacteriana.

Há necessidade ainda de maio-
res estudos sobre imuneglobulinas
com a estrutura fundamental de
IgM, porém, com baixo peso mole-
cular (7 S) que compartilham de-
terminantes antigênicos com a
IgM 19 S, e que já foram obser-
vadas em virchovianos por Dam-
macco et al. (4). A presença de uma
imuneglobulina com esse tipo de
estrutura cujo baixo peso mole-
cular permitiria maior difusão,
aumentando a área de precipitação na
quantificação, poderia explicar o
aumento notável dessa imune-
globulina em determinados pa-
cientes.

O aumento persistente de IgG e
IgA em virchovianos, apesar da
longa duração do tratamento, de-
ver-se-ia, segundo Bullock et al.
(2), à presença de bacilos mortos, mas
ainda imunogenicos no orga-
nismo. Para Sagher et al. (12), a
presença do bacilo da hansenía-
se em grande número, na mucosa,
especialmente a nasal, produziria um
forte estimulo antigênico, no-
tadamente em estados reacionais,
o que concorreria para o aumento
observado na IgA.

Conforme assinalamos, verifi-
camos níveis normais de IgD em todos
os pacientes estudados. Essa
imuneglobulina, descrita ate o mo-
mento só em soros humanos, pouco
conhecida em sua função biológica.
Dados fragmentados mostram uma
atividade imune de importância difícil
de precisar.

Comprovamos a existência de
diferença significante entre os
grupos para as imuneglobulinas
G, A e M (tabelas II e III), sendo
interessante notar-se o aumento
gradual das imuneglobulinas tan-
to em quantidade como em inclu-
são de classes, partindo do grupo
tuberculóide Rubino negativo, ate
o grupo virchoviano Rubino posi-
tivo (no grupo tuberculóide, au-
mento de IgG ; no grupo virchovia- no
Rubino negativo, aumento de IgG e
IgA e no grupo virchoviano Rubino
positivo, aumento de IgG, IgA e IgM).

Embora Wemambu et al. (17)
e Bullock et al. (2) não encon-
trassem diferença no nivel de imu-
neglobulinas entre virchovianos
com e sem reação, Sagher et al.
(12) mencionaram o aumento de
IgA nos estados reacionais. Para
verificar se a presença de indiví-
duos reacionais poderia estar cau-
sando heterogeneidade dentro dos
grupos virchovianos, fizemos a
comparação entre eles e os não
reacionais, tendo observado homo-
geneidade de comportamento.

A correlação que procuramos
estabelecer entre os resultados da
quantificação da IgG e a fração
gama eletroforética visou confir-
mar os resultados de Claman &
Merril (3), os quais, utilizando
método de quantificação em tubo,
observaram que o método eletrofo-
rético era um bom meio de tria-
gem com relay-do aos níveis de IgG
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detectados pela imunodifusão. Pu-
demos confirmar a altíssima cor-
relação entre os dois dados para todos
os grupos (Tabela IV).

Pelos resultados obtidos, pare-
ce-nos que o grupo virchoviano

Rubino positivo ou é submetido a
um maior estimulo antigênico, ou
responde a um estimulo antigeni-
co idêntico com maior intensidade
que o grupo virchoviano Rubino
negativo.
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SUMMARY

IMMUNOCHEMICAL STUDIES ON LEPROSY. II. QUANTITATION
OF THE SERUM IMMUNOGLOBULINS. TENTATIVE

ASSOCIATION TO RUBINO'S REACTION

Sera from 60 virchowian pa-
tients of hanseniasis (30 Rubino-
-positive and 30 Rubino-negative)
and 16 tuberculoid patients (Ru-
bino-negative) were analysed
through the guantitation of immu-
noglobulins by single radial immu-
nodif fusion. There was an in-
crease of the IgG and IgA levels
in the two virchowian groups. The

levels of IgM were augmented
only in Rubino-positive virch,o-
wians. The IgD levels were nor-
mal in the three groups. In the
tuberculoid patients only in the
IgG class was observed increase.
It seems that the Rubino-positive
group is probably more responsive
or more stimulated by antigenic
action than Rubino-negative group.
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