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A observação e o estudo dos resultados da lepromino-reação entre os
doentes de lepra, seus convivêntes e coletividade sã, fornecem dados que
permitem estabelecer diferenças de comportamento dos organismos em fáce
de um mesmo agente etiológico.

Estas diferenças, talvez relacionadas a condições imuno-biológicas
diversas, foram levadas em conta como ponto de partida para uma série de
estudos experimentais. As dificuldades técnicas para o estudo da patogenia
da moléstia dentro do laboratório constituem um entráve ao
desenvolvimento desse capítulo da leprología. A clínica, no entanto, tem
fornecido atravez dos anos, dados que, apezar de obscuros e de não
permitirem conclusões absolutas, possuem valor expressivo permitindo a
formação de hipóteses razoaveis. Assim, por exemplo, a existência de
pessoas que permanecem indênes á moléstia apezar de estarem na mais
franca e intima convivência com doentes altamente contagiantes, sem os
menores cuidados higiênicos, e por tempo relativamente longo, é fato
verificado por todos os leprólogos. Alem disso, entre os conviventes ou
comunicantes de um mesmo doente, sob as mesmas condições de
alimentação, higiene e contacto, observa-se que alguns permanecem
indênes e outros tornam-se doentes apresentando ou formas graves,
lepromatosas ou benignas. tuberculóides, provindos de um mesmo foco de
contágio.

No que e onde reside essa maior resistência á infecção hanseniana é,
sem dúvida, um dos mais importantes problemas da patogenia da lepra, o
qual tem merecido pouca atenção dos leprólogos.

A lepromino-reação ou reação de Mitsuda é, indiscutivelmente, uma
prova que fornece alguns dados com respeito a esse estado de resistência
ao bacilo. Essa reação tem sido considerada por alguns leprólogos como de
grande importância enquanto que outros relegam-na a um plano
secundário.
(*) Um resumo deste trabalho foi apresentado á Sociedade de Medicina e Cirurgia de

São Paulo, em secção realizada em 22-6-1947.
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Desde 1936, época em que se iniciou a divulgação e o emprego da
lepromino-reação entre nós, Souza Campos (54) vem procedendo ao estudo
dessa prova não só entre os doentes de ambulatórios, mas sobretudo entre
crianças dos Preventórios. Dentre as conclusões a que chega Souza Campos
no aludido trabalho, tem interesse a observação da estabilidade dos
resultados positivos em contraposição aos negativos. A maioria destes
torna-se lepromino-positivo nas provas subsequentes, seja na 2.ª, 3.ª., 4.ª
ou 5.ª aplicação da lepromina o que significaria, para esse A., um aumento
da imunidade, isto é, uma capacidade reacional do organismo, ou adquirida
pelas inoculações sucessivas do antígeno, ou congênita e que sómente se
revelaria atravéz da idade. O fato é que, enquanto algumas crianças
apresentam lepromino-reação positiva após as repetições das inoculações,
outras não a apresentam apezar de 4 ou 5 repetições da prova e decorridos
8 ou 10 anos de observação. Considera ainda o A. falar a favor de uma
possivel imunidade congênita o fato de que algumas crianças afastadas do
foco de contágio, ao nascer, apresentarem lepromino-reação positiva á 1
inoculação.

Levando-se em conta os dados fornecidos pela observação clínica e
especialmente os revelados por Souza Campos, achamos de interesse
averiguar se, do ponto de vista imuno-químico, haveriam diferenças de
comportamento separando os grupos de organismos que reagem
diferentemente em face do agente etiológico da lepra. A existência de dois
grupos de individuos frente ao antígeno de Mitsuda, levou-nos a
averiguação em cada um destes grupos da possivel presença de fatores que
condicionaríam as mesmas.

Não existem referências bibliográficas com respeito a fatores de
ordem individual diferenciando os indivíduos que reagem diversamente á
lepromina, uma vez que não se evidenciaram modificações humoraes ou
tissulares (com exclusão dos caracteres histopatológico das lesões), entre os
dois grupos acima referidos (lepromino positivo e lepromino negativo), nem
da presença de anticorpos específicos circulantes para o Mycobacterium
leprae, o que explicará a maior resistência nos indivíduos lepromino-
positivos.

E' inegavel o fato de que o sangue, ou mais particularmente
as proteinas do plasma, são as que refletem mais precocemente e
com maior destaque as influências oriundas de alterações provo-
cadas por agentes patogênicos ou certas perturbações metabólicas.

Os conhecimentos atuais obtidos atravez de estudos com as
proteinas do plasma ou suas frações, fornecem dados de grande
valor os quais serviram de base para nossas experimentações. E'
conhecido o fato do comportamento diverso das frações proteicas
com relação à moléstias infecciosas ou não. A literatura, exten-
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sissima sob este ponto de vista, delapidando quase que inteiramente o
estudo em grande número de moléstias, não nos fornece senão dados
insuficientes com respeito à lepra e muito menos em relação ao estudo nos
grupamentos diferenciados pelo teste da lepromina.

O estudo das frações proteicas do plasma, utilizando indistintamente
a precipitação pelos sais neutros, a ultracentrifugação e a eletroforése,
fornece dados interessantes, como seja o fracionamento e dosagem dos seus
elementos constituintes e em particular das frações globulínicas. Nos sôros
patológicos em geral não existem frações proteícas particulares, havendo,
no entanto, variações de ordem quantitativa das frações presentes nos
sôros normais.

Baseados nos fatos acima citados, isto é, de que há para o lado das
diversas frações proteicas do plasma diferenças de comportamento quando
o organismo é submetido à ação de um agente patogênico, é que nos
decidimos ao estudo dessas mesmas frações e com especial referência às
globulínicas; à seguir foram correlacionados os resultados com os dados
fornecidos pela leitura da reação da lepromina, anteriormente praticada.

MATERIAL E MÉTODO

Material. A pesquisa seria falha se praticada em organismos
portadores de lepra, pois a interferência de perturbações patológicas,
oriundas da própria moléstia, poderia acarretar dificuldades de
interpretação dos resultados. Por esta razão escolhemos, como material de
estudo, indivíduos pertencentes a uma coletividade considerada
clìnicamente isenta da moléstia, na qual fôra praticada a lepromino-reação
como teste de rotina; estão nessas condições as crianças internadas no
Preventório Santa Terezinha (São Paulo) .

Foram feitas dosagens das frações proteicas do sôro de 113 crianças,
com idades variando entre 6 e 14 anos, de ambos os sexos, das quaes 50
eram lepromino-negativas e 63 lepromino-positivas.

A colheita do sangue se fez por punção de veia da dobra do cotovelo,
em condições asséticas, quantidade média de 20 cc., pela manhã, tendo
sido observado absoluto jejum de pelo menos 10 horas.

Não nos sendo de interesse as dosagens do fibrinogêneo, o sangue foi
colocado em tubos de ensaio esterilizados, sem preservativos ou
anticoagulantes e imediatamente conduzido ao laboratório para separação
do sôro.

Método — O fracionamento das proteinas do plasma
pelos sais neutros, como por exemplo, pelo sulfato de amonio (47),
(49), pelo sulfato de sodio (15), (28) , pelo sulfito de sódio (10) ,
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(48), e pelas misturas de fosfatos mono- e dipotássico (8), (9), (15) ,
evidencía que existe grande multiplicidade de frações, muito maior do que
as que são identificaveis pelos outros métodos de estudo.

Segundo Derrien (15) que trabalhou em condições experi-
mentaes muito rigorosas e utilizando-se das concepções de E. J. Cohn
(demonstrando a existência de relação matemática entre as variações da
solubilidade de uma proteína pura e o téor em sal do meio em pH e
temperatura constantes) o erro relativo máximo do fracionamento pelos sais
neutros não ultrapassa a 1 por cento.

Assim sendo, utilizamo-nos de processos baseado na ação pre-
cipitantes pelos sais neutros, em concentrações salinas diferentes, que
desnatura ao mínimo as proteinas do sôro. Escolhemos o sulfito de sodio,
por motivos de ordem técnica, e o empregamos segundo preconizam
Campbell e Hanna (10) , (30) , em soluções a 15, 18, e 21% para a
precipitação das frações globulínicas.

Nos filtrados e no sôro determinou-se o N total por micro-
kjeldahlização, seguido de nesslerização e leitura em célula fotoelétrica.

Diretamente obtem-se os valores das proteinas totais e da sôro-
albumina; por cálculo, os valores das globulinas e suas diferentes frações.
Os resultados exprêssam gramas das respectivas frações proteicas por 100
cc. de sôro. Foi feita a correção para o nitrogenio não proteico.

Os valores obtidos serviram para a construção de tabelas e gráficos
anexos separadamente para cada fração e em cada uma delas
diferenciando-se os resultados dos grupos lepromino-positivo e lepromino-
negativo.
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RESULTADOS

Observa-se primeiramente que os valores médios nos indivíduos
lepromino-positivos são ligeiramente mais elevados que nos
lepromino-negativos (tabela 1) . Analizando-se as diferenças ab-
solutas e principalmente as relativas verifica-se serem elas mais
acentuadas no que diz respeito ás proteinas totais, globulinas to-
tais, globulinas totais e suas respectivas frações; as mesmas são
mais evidentes nas pseudo – globulinas I. As diferenças encontradas
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TABELA N.º 4

com relação ás proteínas totais estão ligadas ao aumento das frações
gobulínicas no grupo de crianças lepromino-positivo, uma vez que os dados
médios correspondentes á taxa das albuminas apresentam-se muito
próximos. Da mesma maneira, o aumento quantitativo das globulinas totais
no mesmo grupo corre por conta, principalmente da fração das pseudo-
globulinas I.

Chamamos particular atenção para este fato. Nesta mesma tabela 1
estão expostos os valores médios de idades nos dois grupamentos; como se
observa, as diferenços são despresiveis.

Passemos a analisar as tabelas referentes ás distribuições de
frequência, seus respectivos gráficos e as características estatísticas,
calculadas para cada fração em separado.

Proteínas totais — (tabelas 2, 3, 4 e graficos 1, 2, 3) Os valores obtidos
nos indivíduos lepromino-positivos acham-se agrupados em limites mais
elevados em relação aos lepromino-negativos, o que determina valores mais
elevados no cálculo das características estatísticas no primeiro grupo.
Parece-nos interessante assinalar o fato da existência no grupo que não
reage á lepromino de forte assimetria positiva. Os gráficos exprimem bem os
dados acima assinalados.

Albuminas — (tabelas 5, 6, 7 e graficos 4, 5, 6). A analise dessas
tabelas e gráficos demonstra diferenças pouco acentuadas nos dois grupos
estudados.



— 144 —

TABELA N.º 5

TABELA N.º 6
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TABELA N.º 7

TABELA N.º 8
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Globulinas totais — (tabelas 8, 9, 10 e gráficos 7, 8, 9). As diferenças
que se podem observar nos dois grupos, são aqui mais acentuadas
demonstrando valores mais elevados no grupo lepromino-positivo,

Euglobulinas — (tabelas 11, 12, 13 e gráficos 10, 11, 12). Com
relação a esta fração proteica do sôro pode-se observar pela analise das
tabelas e gráficos que, embora sejam nítidas as diferenças nos dois grupos,
elas não são tão evidentes quanto Aquelas que se observam da analise da
fração das pseudo-globulinas I. Note-se, entretanto, que sempre que
falamos aqui em diferenças elas o são para mais no grupo lepromino-
positivo; esta observação cabe sempre para todas as frações dos sôros em
estudo.
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Pseudo-globulinas I — (tabelas 14, 15, 16 e gráficos 13, 14, 15). A
comparação dos dados obtidos nos grupos de indivíduos lepromino-positivo
e lepromino-negativo demonstra a existência de diferenças mais acentuadas
do que as observadas com as outras frações; por esta razão nos deteremos
mais na analise dos seus resultados.

A tabela do agrupamento de frequência e seu respectivo gráfico
demonstram que os valores referentes ao grupo que não reage à lepromina
são individualmente mais baixos do que os correspondentes ao grupo que
reage à lepromina. Esse fato está bem evidenciado no gráfico número 13.

Os valores das características evidenciam bem o supra assinalado,
haja visto a comparação da mediana, da média e da moda.
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Nos dois grupos existe assimetria positiva, sendo ela no entanto, mais
acentuada no lepromino-positivo.

Pseudo-globulinas II — (tabelas 17, 18, 19 e gráficos 16, 17, 18). Com
relação a esta fração as diferenças obtidas são equivalentes em intensidade
àquelas observadas para a fração das euglobulinas. A analise das tabelas e
gráficos bem demonstram esse fato.
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DISCUSSÃO

Tivemos ocasião de nos referir a respeito das variações das proteinas
e especialmente das globulinas em várias molestias; esse fato é conhecido e
comprovada por grande número de A.A. que se utilizaram indistintamente
da eletroferése ou da precipitação pelos saís neutros.

Assim, utilizando-se da eletroforése, Tiselius (58) demonstrou que se
pode distinguir e dosar as frações proteicas do sôro e plasmas. Foi
evidenciado posteriormente em vários sôros ou plasmas patológicos que as
quantidades relativas desses diferentes componentes proteicos variam
consideravelmente em várias entidades (59) . Estes mesmos trabalhos
fazem referências a estudos com sôros e anti-corpos cujas conclusões são
interessantes: os anticorpos dos imuno-sôros de coelhos migram
ùnicamente com a fração das gamma-globulinas que separadas, constituem
preparações ricas em anticorpos, possuindo maior atividade que o sôro
original e tão pura quanto as preparações mais purificadas que se poderiam
obter com outros métodos.

Com essa técnica, vários sôros e plasmas patológicos foram
estudados (33) ; assim, na pneumonia (6) , sarcoidosis (20) , (52) , lupus
eritêmatoso dessiminado (11) , mieloma múltiplo (29) (24) , tuberculose (52)
, malária (16) , fébre reumatica (17) , (51) e muitas outras moléstias.

Por sua vez, vários trabalhos indicam que a atividade dos anticorpos
está associada ou a uma fração eletroforeticamente lenta do sôro,
identificavel à gamma-globulina, como no caso do sõro anti-pneumocóccico
e com a qual migram os anticorpos (12) (38) (39) (60) (63), ou a um novo
componente T que migra entre as beta e gamma-globulinas, como no caso
do sôro hiperimune contra o Corynobacterium diphteriae, Clostridium tetani
e outras moléstias-bacterianas (12) (14) (44) (61) (62) (63) (64).

A analise dos sôros de indivíduos alérgicos revelou grande aumento
da fração das gamma-globulinas, relacionado com os anticorpos, que foram
posteriormente separados (42) .

Do mesmo modo certos A.A. (40) (66) admitem que nos
sôros anti-virus os anticorpos podem ser encontrados em todas as
frações proteicas e que na maioria dos casos, a gamma-globulina
demonstra-se rica em anticorpos (19) (31). As gamma-globulinas
isoladamente tem sido utilizadas com sucesso para modificar ou
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prevenir algumas moléstias a virus, com o sarampo (4) (23), hepatite
infecciosa, etc. (21) (57) .

Da mesma maneira, no estudo das proteinas do sôro, utilizando-se da
precipitação pelos sais neutros, varios A.A. (1) (2) (7) (13) (18) (19) (22) (25)
(26) (27) (35) (36) (37) (41) (44) (46) (53) (65) referem dados de grande
interesse e que coincidem com os citados acima.

A denominação das frações obtidas pela precipitação pelos sais
neutros, pelo etanól associado à variações de temperatura, pH e molaridade
do meio, varia consideravelmente, embora os resultados sejam os mesmos e
haja correspondência relativa entre as frações alfa-, beta-, gamma-
globulinas e as euglobulinas e pseudoglobulinas.

Os sôros de animaes imunizados revelam aspectos característicos
possivelmente relacionados com processos imunitários, verificados em
moléstias diversas. Verificou-se que os anticorpos acompanham sempre
uma fração globulínica, podendo, segundo a espécie animal considerada,
acompanhar ou as pseudoglobulinas ou as euglobulinas, ou estar repartido
igualmente entre elas (5) .

Para o lado prático é óbvio que se os anticorpos contra determinados
agentes patogênicos existem em concentração suficiente em uma deter-
minada fração globulínica, essa fração poderá ter aplicação na prevenção e
tratamento da moléstia correspondente. A precipitação permite obter desse
modo preparações concentradas em anticorpos, principalmente quando se
faz fraccionamento parcelado de globulinas que se mostram muito ativas
imunológica e clinicamente. E' a noção que serviu de base para os estudos
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de Cohn e colaboradores (3) (43) (56) que utilizam as frações ricas em
anticorpos para a prevenção e tratamento de algumas moléstias infecciosas.

Souza Lima (55) fez estudo quantitativo das frações globulínicas em
alguns casos de lepra tuberculóide e lepromatosa verificando maior
aumento das globulinas na forma tuberculóide em comparação à forma
lepromatosa. Alem disso, procura o A . relacionar a taxa de globulinas com
a lepromino-reação, concluindo sobre a inexistência dessa relação, a não
ser quando a quantidade de globulinas ultrapassa 4 gm.; nestes casos o
teste da lepromina é positivo.
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Por outro lado Ross (50) evidenciou que de 150 casos de lepra, 147
apresentavam taxa de euglobulinas abaixo do normal.

Reenstierna (45) estudando eletroforèticamente sôro de carneiros
injetados com doses crescentes de amostras de culturas de Kedrowsky e de
Reenstierna encontra um aumento relativo da fração gamma-globulina
bastante acentuada. Esse A. dá grande valor a esse achado tendo vista ,que
os anticorpos são considerados como ligados às globulinas de
condutividade lenta,

Ora, nossos resultados demonstram a existência de diferenças
quantitativas mais ou menos acentuadas entre os grupos que reagem ou
não à lepromina. Essas diferenças estão relacionadas às globulinas e suas
frações, especialmente às pseudoglobulinas I, diferenças estas que são
citadas pela maioria dos A.A. como correndo por conta da presença de
anticorpos.

Resultados obtidos com alguns casos isolados não seriam si-
gnificativos nesse particular. Levando-se em conta que constam de nossa
estatística 113 casos, tudo nos faz crêr estarmos em face de uma diferença
real não relacionaria com a simples oscilação de amostras. Alem disso, o
estudo estatístico detalhado revela sempre a constância das diferenças
observadas que nos faz apresentar dados que, além de objetivos, parecem-
nos bastante seguros; isto tendo-se em vista os cuidados técnicos de nossas
determinações e o detalhe da analise estatística.

Apesar disso, não podemos concluir seguramente pela presença de
anticorpos nos indivíduos lepromino-positivos. A nosso vêr, esse problema
fica no terreno de conjecturas, baseado únicamente em dados
comparativos.

Outras pesquisas são necessárias para precisar até que ponto o
aumento das frações globulínicas nos indivíduos lepromino-positivos, deve
estar ligado à presença de anticorpos ou relacionado a frações globulínicas
desprovidas de propriedades imunológicas, cuja formação traduziria uma
reação não específica do organismo.

A primeira assertiva cabe em virtude do fato de quasi todas as
moléstias infecto-contagiosas, o aumento da fração das pseudoglobulinas
deve-se à presença de anticorpos, a qual é comprovada por testes
imunológicos.

O segundo ponto de vista, de que sejam essas globulinas con-
sideradas desprovidas de propriedades imunológicas traduzindo reação não
específica do organismo é baseado no fato da existência de moléstias taes
como mieloma (24) (29) , cancer (34) e outras (38) nas quaes observamos
aumento das taxas óra em consideração.

Além disso, o aumento das frações globulínicas poderia estar
relacionado com processos imunitários oriundos de moléstias in-
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fecciosas comuns à infância como a parotidite, coqueluche, sarampo,
rubéola e varicela.

Tivemos ocasião de estudar nosso material sob esse ponto de vista,
isto é, relacionando-se a incidência das moléstias acima referidas nos dois
grupos considerados.

Dos indivíduos lepromino-positivos, 52,94% das crianças apre-
sentaram na sua ficha clínica uma ou mais das moléstias supra citadas
enquanto que as outras 47,06% não as apresentaram.

Por outro lado, no grupo lepromino-negativo, 76% das crianças têm
assinalados em suas fichas a presença de uma ou mais moléstias infecto-
contagiosas da infância, enquanto que 24% não têm assinalado moléstia
alguma. Verifica-se portanto que é justamente no grupo constituído por
criança lepromino-negativas que se encontra maior proporção de casos nos
quaes incidiram moléstias próprias da infância.

Essa observação afasta, portanto, a possibilidade acima mencionada.

Analisando-se os resultados da tuberculino-reação no material em
estudo, analise que também apresenta grande importância sob o nosso
ponto de vista, verifica-se que o teste foi positivo em 27,45% dos casos
lepromino-positivos e foi negativo em todos os casos lepromino-negativos.
Admitindo-se que a reação positiva à tuberculina, esteja relacionada com a
primo-infecção tuberculosa, a qual poderia apresentar influência na taxa
das frações globulínicas, mesmo nessa hipótese verifica-se que a soma dos
dados percentuaes referentes às moléstias infecciosas e os relativos à tuber-
culino-reação, obtem-se um total de 80,39% para o grupo lepromino-
positivo. Este número quasi coincide com a percentagem de indivíduos
lepromino-negativos que apresentaram moléstias comuns à infância (76%) .

De acordo com estes dados não nos parece lógico admitir a influência
dos resultados da tuberculino-reação como responsaveis pelas diferenças
quantitativas das frações globulínicas nos grupos Iipromino-positivo ou
negativo, por nós descritas. Entretanto, chama atenção o fato de não haver
no grupo de crianças lepromino-negativas nenhum caso que reagisse à
tuberculina enquanto que do grupo lepromino-positivo 27,45% das crianças
têm a tuberculino-reação positiva. Estes achados podem ser imputados à
simples coincidência.

Devemos assinalar que as reações para sôro-diagnóstico da sífilis
foram praticadas em sòmente 16 das crianças que constituem o material de
estudo. Verificou-se que a percentagem de positividade foi praticamente
igual nos dois grupos.
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S U M Á R I O

Observações clínicas e os resultados da leitura do teste da lepromina serviram
aos autores de ponto de partida para o estudo bioquímico realizado no presente
trabalho.

As diversas referências sobre o comportamento das frações proteicas, es-
pecialmente as globulínicas, foram tomadas como base.

Dosaram, pelo método de fraccionamento pelos sais neutros, as frações
proteicas em 113 crianças, das quais 63 eram lepromino-positivas e 50 lepromino-
negativas.

Concluem os autores que os dados quantitativos médios obtidos, são mais
elevados no grupo lepromino-positivo que no lepromino-negativo, especialmente no
que se refere às globulinas, e destas às pseudoglobulinas I. O mesmo foi confirmado
pelo estudo estatístico em cada fração isoladamente.

Em diversas moléstias infecciosas, grande número de pesquisadores, utili-
zando-se de diversos métodos de estudos, assinalam aumento das frações glo-
bulínicas, o qual é relacionado com a presença de anticorpos específicos.

Os autores traçam um paralelo entre seus resultados e os obtidos em outras
moléstias infecciosas. Com os dados apresentados neste trabalho os autores podem
apenas estabelecer correlação, chamando a atenção para esse ponto, sem no
entanto, concluirem pela presença de anticorpos específicos no grupo lepromino-
positivo; as diferenças encontradas no estudo comparativo dos grupos lepromino-
positivo e negativo, poderiam também estar relacionadas à frações globulínicas
desprovidas de propriedades imunológicas, cuja formação traduziria reação não
específica do organismo.

S U M M A R Y

Clinical observations and the result of the lepromin-test have been used by
the A.A. for the biochemical study of the present work.

The different references about the mean of the proteic fractions, especially the
serum-globulins, were taken for basis.

All proteic fractions had been determined by the A.A. quantitatively by the
sodium sulfite in different concentrations, in 113 children, which gave 63 positive
lepromin-test and 50 negative ones.

They concluded that the obtained average quantitative data was higher in the
positive lepromin-test than in the negative one, especially in the globulins, and in
these, in the pseudoglobulin I.

The same has been confirmed by statistical study in every fraction.

In some infections diseases, a large number of workers, using different me-
thods of study, revealed increase of the globnlinic fractions, that is correlated with
the presence of specific antibodies.

The A.A. make a comparison between their results and those obtained in other
infectious diseases. With the established data in this work, the A.A. can only make a
correlation, calling the attention upon these facts, without coming to any final
conclusion by the presence of specific antibodies in the positive lepromin-test group;
the differences met in the comparative of both groups, the positive and the negative
ones, could be in relation with the g1obulinic fractions without immunological
properties; their formation could be an inespecific reaction of the body.
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