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E' de conhecimento geral entre patologistas que os testes serolégicos
para a sifilis, tanto os de floculacdo como os de fixacdo de complemento,
apresentam em soros de leprosos, elevada percentagem de falsas reacdes
positivas.

Extensa literatura existe sabre esse assunto, e sabe-se que o soro le-
proso, mercé do alto teor em globulinas que apresenta, mostra capacidade
polifixante e floculante, que se revela com antigenos quer de emulsdes de
lepromas ou de suspensodes de supostas culturas de Mycobacterium leprae,
quer com os usados em reacdes para tuberculose e sifilis.

As reacdes de fixacdo e floculacdo usadas no diagnéstico da sifilis com
antigenos lipidicos sao de longa data conhecidos como fornecendo resultados
positivos diante do soéro leproso, estando mesmo em relacdo com a forma
clinica da moléstia, encontrando-se u'a maior percentagem na forma
lepromatosa.

Completa revisdo da literatura desde os trabalhos iniciais de Eitner até
1931, foi feita por Badger 2, seguindo outras de Cooke 4, e Hasseltine 11.

Na avaliacdo levada a efeito em 1935 pelos Servicos de Saude Publica
dos Estados Unidos5, encontrou-se positividade em casos de lepra
presumivelmente néo sifiliticos de 40-76% respectivamente com as reacdes
de Hinton e Kahn presuntivos.

Resultados promissores foram obtidos por Cappelli com a suspensao
fenolizada de amostra Reiter recomendada por Gaehtgens para o diagnéstico
da sifilis em fixacdo de complemento. Refere néo ter obtido reacoes.

(*) Trabalho realizado no Depart. de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo.
(**) Assistente da Cadeira de Dermatologia e Sifiligrafia da Faculdade de Medicina da
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(***)Assistente da Cadeira de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Medicina da
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Apresentado a Sociedade Paulista de Leprologia, sessdao de 14 de abril de 1952.
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inespecificas com o soéro leproso, o qual sé daria resultado positivo quando
com concomitancia de sifilis,

Na Conferéncia Sorolégica de Washington 28 em 1942, a positividade
obtida com soros de leprosos variou entre 13,8-15% e 66-70%, respecti-
vamente com as reacdes de fixacdo de complemento, de Mazzini, do De-
partamento de Satde do Estado de New York, e com as reacdes de Hecht e
Kahn presuntivo.

Faget e Ross7, em 1944, trabalhando com as reacdes de Kahn e Kolmer,
encontraram 47,3% de resultados positivos em todos os casos de lepra,
variando, respectivamente, a positividade em relacdo a forma clinica desde
10,7% na forma tuberculéide até 60.6% nos casos lepromatosos.

Esses autores acharam intima correlacdo entre a atividade e manifes-
tacoes clinicas da lepra e as reacbes sorologicas, independentes de trata-
mento antiluético, ndo realizado. Em exames post-mortem de 134 pacientes
de lepra, com reacdes positivas para sifilis, em 90% de casos nao foi notada
evidéncia de lues. De outro lado, pacientes leprosos nos quais foi instituido
tratamento antissifilitico nao tiveram reversdo sorolégica, dados que
constituiram evidéncia de que a lepra fosse capaz de produzir falsas reacdes
positivas nas provas sorolégicas para sifilis.

Com a descoberta da Cadiolipina por Pangborn 17, e o seu emprégo em
associacdo com a lecitina e o colesterol, quer nas reacdes de fixacao de
complemento, como nas de floculacdo no diagnéstico da sifilis, o nimero de
falsas reacdes positivas diminuiu consideravelmente. Assim aconteceu na
malaria, mononucleose, etc., mas os soros de lepra ainda continuam a dar
com ésse fosfolipideo reacdes positivas na auséncia da sifilis.

Assim, Rein e Bossak!9 nao acharam diferencas significativas quando
examinaram soros de leprosos com cardiolipina e extrato alcoélico de
coracao de boi; resultados semelhantes foram também obtidos por Utrilla 26.

Reacdes de floculacdo e de fixacdo de complemento, feitas paralela-
mente, por Ross e Gemar 20, com as técnicas de Kahn e de Kolmer com
cardiolipina, mostraram elevada incidéncia de falsos resultados positivos.

A percentagem de falsas reacdoes diminue com o emprégo da
cardiolipina; assim Shively e Kuhns 2!, examinando soros de 120 leprosos
encontraram, em pacientes presumivelmente nao sifiliticos, 36,6% de resul-
tados positivos empregando a reacdo de Kolmer com cardiolipina; a técnica
de Kolmer com antigeno de Kolmer com 53,3%, VDRL 58,3% e Kahn com
75%.

Outros autores encontraram menor percentagem, como Grasso 9 que,
empregando técnica de Kolmer com antigeno de cardiolipina, achou uma
positividade de 24,5%.
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Na presuncao de que reacdes sorolégicas com antigenos lipidicos te-
nham significado especifico de verdadeira reacdo antigeno-anticorpo. Kahn
13-14, aplicou sua técnica sorolégica Universal em soéro leproso, obtendo
diferenca de perfil de precipitacdo entre soros de pacientes com tipo
lepromatoso e tuberculéide da moléstia. Acredita esse autor na totipoténcia
dos extratos lipidicos os quais conteriam diferentes fracées antigénicas
responsaveis pelas precipitacées com auto-anticorpos homoélogos presentes
nos soros normais como nos de diferentes infeccdes inclusive a lepra.
Acredita-se que verdadeiramente o que ocorre nesse fenémeno universal de
precipitacdo, seja alteracdo qualitativa das globulinas do séro que encontram
na técnica utilizada da reacdo, condicdo 6tima para evidenciar fendmenos
inespecificos de precipitacdo de antigenos lipoides.

Reacodes de floculacdo mostram percentagem elevada de positividade na
forma lepromatosa da doenca, apresentando no entanto discrepancias entre
os diversos testes, como demonstraram Trespalacios e Otero 22, empregando
as reacoes de Kahn, Mazzini, VDRL e Meinicke.

Discute-se ainda hoje o significado das reacdes positivas para sifilis no
soro leproso, parecendo, entretanto, que se pode aceitar, em determinadas
condicbes técnicas, o argumento antigo de que elas representem sifilis
residual ou seja prevaléncia de sifilis ou outras treponematoses, no grupo de
leprosos em estudo.

Uroma e Tuomioja 24, usando técnica semelhante a de Pangborn no
preparo da Cardiolipina, extrairam e purificaram do embrido do trigo, um
novo fosfolipideo — a Sitolipina, de propriedades biolégicas, composicao
quimica e comportamento sorolégico muito afins da Cardiolipina, mostrando
capacidade antigénica em reacdes para sifilis, também quando associada a
lecitina e ao colesterol.

Um estudo comparativo empregando soros de sifiliticos foi apresentado
recentemente por Rein, Kelsec e Rosenfield 18, ndo achando ésses autores
diferencas de comportamento entre sitolipina e cardiolipina.

Em 1950, Uroma 25 apresentou os resultados de sua experiéncia com o
novo fosfolipideo, durante o Symposium Internacional, para o estudo da
sifilis, em Helsinki, tendo ficado demonstrado atividade praticamente igual a
obtida com Cardiolipina nas reacdes de Microfloculacao.

A fixacdo de complemento feita por Tuomioja 23. com sitolipina, mostrou
ser mais sensivel que o Wassermann com antigeno colesterinado. Na
discussao do trabalho entdo apresentado perguntou-se se, a sitolipina tinha
sido experimentada em soros de lepra; nao tinha sido até entdo e o presente
trabalho mostra o seu funcionamento em microfloculacdo, em comparacao
com a reacdo VDRL, com cardiolipina, em soros de hansenianos com a forma
lepromatosa.
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METODOS EMPREGADOS
Foram empregados antigenos da seguinte procedéncia

1.°) — Cardiolipina * — para reacdo de microfloculacdo, padronizada pelo
U.S. Army Medical Service Graduate School. Washington, U.S.A.

2.°) — Sitopilina ** — para microfloculacado; preparada pelo Dr. Eero
Uroma, do State Serum Instituto de Helsinki. Finlandia.

A técnica empregada no preparo da suspensao antigénica e na execucao
foi a descrita por Harris, Rosemberg e Del Vecchio 10, que utilizaram um
diluente tamponado para o preparo do antigeno. Foram mantidas para a
sitolipina e cardiolipina as proporg¢des 6timas de lecitina e colesterol, como
recomenda Uroma 25, assim como a agitacdo das laminas e leitura dos
resultados.

Soros em exame — Os soros foram inativados no dia da reacao durante
30 minutos a 55°C.; quando os soros ja tinham sido inativados, foram
aquecidos por 10 minutos a mesma temperatura.

RESULTADOS
Reacdes Sitolipina Cardiolipina N¢ de soros

Concordantes: Negativa Negativa 56
Positiva Positiva 35

Duvidosa Duvidosa 8

Discordantes: Negativa Duvidosa 15
Duvidosa Negativa 19

Negativa Positiva 5

Positiva Negativa 7

Positiva Duvidosa 6

Duvidosa - Positiva 1

152

(*) Gentilmente oferecida pelo Dr. John Kent, Chefe do Laboratério de Sorologia
do U.S. Army Medical Service Graduate School, Washington.

(**) Sitolipina, gentilmente enviada pelo Dr. Eero Uroma, a quem consignamos os
melhores agradecimentos.
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Os resultados mostram que as reacdes se distribuem de acoérdo com o
fosfolipideo usado no antigeno, do seguinte modo:

Sitolipina Cardiolipna

Reagdes positivas ................. .. .. 48 (31,6%) 41 (279%)
Reacdes duvidosas .................. ... 28 (18,477) 29 (199)

Rea¢des negativas .............. ... ..., 76 (50,0%) 82 (549)

As reagdes concordaram em resultados em 99 soros, de 152 ou seja em
65%; tiveram pequena discordancia em 41 soros (27%), e discordancia total
em 12 (8%).

DISCUSSAO

Os resultados apresentados mostram claramente que ambos os fosfo-
lipideos — a sitolipina e a cardiolipina — dao reacdes fortemente positivas
em soros de lepra. Nao existe diferenca significativa entre o comportamento
dos dois antigenos, que nessas reacdes de microfloculacdo, apresentaram
cérca de 30% de resultados positivos.

Os doentes sangrados no Sanatério Padre Bento (Departamento de
Profilaxia da Lepra), ndo foram selecionados. Dessa forma a incidéncia de
sifilis nessa amostra deve ndo diferir da incidéncia média da populacdo nao
afetada pela lepra.

Se ja nao bastasse o argumento de ordem demografica, para mostrar
que cérca de 25% das reacdes em soros de leprosos eram falsas reacdes
positivas, os resultados obtidos com fixacdo de complemento quantitativa,
nesses mesmos soros por Almeida e Carvalhol, com antigeno de cardiolipina,
nao mais deixariam duvidas.

Realmente, trabalhando nos mesmos soros aqui testados, esses autores
nao acharam mais de 5% de reacdes positivas para a sifilis, com a técnica de
Wadsworth, Maltaner e Maltaner 27,

Esses resultados discrepantes eram de se esperar. A técnica quantitaiva de
fixacdo de complemento, ja por suas qualidades de padronizacdo dos
reagentes e critério de leitura e interpretacdo, tinha se mostrado bas-
tante especifica quando em exame de soros de leprosos. Assim, Malta-
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ner 16, utilizando o método quantitativo, com antigeno alcodlico de coracdo de
boi, em 1940, demonstrou ser satisfatéria a especificidade da reacao.

Examinou 47 soros de leprosos, dos quais 35 foram negativos, dois
mostraram-se insatisfatérios para exame e dois com titulos menores que
dois, sem, portanto, valor diagnéstico para lues; oito soros reagiram com
titulos maiores que dois; déles apenas um néo tinha tido reacdo positiva em
datas anteriores e passado venéreo.

Nesse trabalho, Maltaner 16 ndo confirmou a alta percentagem de po-
sitividade encontrada em soros de leprosos, demonstrando que a técnica
quantitativa de fixacdo de complemento da elementos bastante precisos para
ser evidenciado o comportamento do séro em relacdo a um antigeno, ainda
impuro, inferior portanto a cardiolipina.

Os resultados por nés obtidos com sitolipina e cardiolipina em lepra
sugerem ser a falsa positividade obtida, devida as condicdes em que a reacio
¢é feita e ndo somente a qualidade do antigeno.

Os fenémenos de precipitacdo, quer com extratos lipidicos como com
antigenos purificados de cardiolipina ou sitolipina, ocorrendo com suspen-
sdes altamente colesterolizadas, estdo mais sujeitos a fornecer resultados
inespecificos, do que os obtidos nas reacdes de fixacao de complemento
quantitativa, onde as condicdes sao ajustadas para uma resposta de maxima
especificidade.

Se a reacdo antigeno-anticorpo para a sifilis tem um 6timo de con-
dicdes ja bem estabelecidas, como baixa temperatura e tempo relativamente
longo de contacto, como provaram Jacobsthal 12, Kolmer 1, Eagle 6, e tantos
outros pesquisadores, trabalhando com fixacdo de complemento, e se as
reacoes de floculacdo devem se processar em alguns minutos, em
temperatura ambiente, necessario foi modificar completamente a propor-
cionalidade entre cardiolipina, lecitina e colesterol, aumentando os dois
ultimos elementos, para que o fendmeno se tornasse facilmente visivel.

Nao é de admirar portanto que os cristais de colesterina, com os an-
tigenos adsorvidos em sua superficie, aglutinem tanto por efeito de reagina
especifica como por alteracdes qualitativas das globulinas séricas, que
ocorrem na lepra, mesmo na auséncia de infeccéo especifica.

A qualidade e pureza do elemento especifico do antigeno que se ad-
sorve a superficie do cristal do colesterol, melhora a especificidade da reacao
de "aglutinacdo de microcristais", sem evitar no entanto o aparecimento de
reacoes intensamente positivas em soros de lepra cujo teor em globulina
gama € alterado pela infeccdo 8, na auséncia de processo sifilitico.
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RESUMO

Os autores examinaram 152 soros de leprosos em forma lepromatosa, empre-
gando reacao de microfloculacdo com cardiolipina e sitolipina.

Os resultados foram concordantes em apenas 65% dos soros; tiveram pequena
discordancia (entre positivo ou negativo para duvidoso) 27% e discordancia total
(negativo para positivo) em 8%.

Com a cardiolipina obtiveram: 27% de reacgdes positivas; 19% de reagoes du-
vidosas e 54% de reagdes negativas; com a sitolipina: rea¢des positivas 31,6%, reagoes
duvidosas 18,4%o0 e negativas 50,0%.

Os mesmos soros examinados previamente pela técnica quantitativa de fixacao
de complemento, empregando a cardiolipina, forneceram aproximadamente 5% de
reacoes positivas.

Os autores concluem que as reacoes positivas conhecidas de longa data na forma
lepromatosa da lepra, com os antigos antigenos de lipoides usados em so6ro
diagnéstico da sifilis, também ocorrem com os antigenos de fosfolipideos purificados
em uso atualmente. Atribuem a positividade menos a falha de especificidade dos
mesmos do que a técnica utilizada nas reacgdes.

SUMMARY

The authors studied 152 patients' sera of Lepromatous leprosy, using the
V.D.R.L. slide test with cardiolipin and sitolipin.

Agreement was found only in 65% of sera studied; relative agreement was found
in 27% and disagreement was found in 8%.

Data was presented on the percent of positive, doubfull and negative tests with
both antigens, and the results were quite similar. With cardiolipin 27% positive tests
have been found, while with sitolipin 31.6% yielded positive results.

The same group of sera were tested previously with the 50% end point com-
plement fixations test of Wasdworth, Maltaner and Maltaner with which only 5% gave
positive results.

The authors concluded that false positive reactions are common both with
cardiolipin or sitolipin by using them in microfloculation tests, as a function of the
technique involved rather than of phospholipides themselves.
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