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INTRODUÇÃO

A sedimentação rápida das hemácias formoladas de carneiro pelo sôro de
doentes de lepra foi descoberta em 1926 por Rubino, que a utilizou como
base de uma reação sorológica para diagnóstico da lepra. Estudos do Autor e
da quase totalidade dos pesquisadores que se lhe seguiram demonstraram o
caráter específico da reação, uma vez que se revelava positiva apenas em
soros de doentes de lepra. Sua positividade, entretanto, se mostrava
inconstante, variando de 22,2% a 98% nos resultados dos diversos Autores.

Circunscrita a apreciação do método aos limites estritos do campo
diagnóstico, em que — em vista das citadas discrepâncias — as suas
possibilidades se mostravam tão incertas e reduzidas, foi a reação de Rubino
julgada pouco sensível e relegada ao esquecimento de leprólogos e
sorologistas, em que pesasse a sua especificidade, de relevante importância
imunológica.

A evolução dos conhecimentos da patologia da lepra, modificando
fundamentalmente os conceitos outrora dominantes, notadamente no
referente as relações entre o organismo e o bacilo de Hansen, veio propiciar
critério mais amplo para a apreciação do fenômeno de Rubino. Assim, com
base nos conhecimentos atuais, a indagação — em lugar de limitar-se à
questão clássica do valor diagnóstico — deve ser estendida as possíveis
relações entre o fator imunológico responsável pela reação e os diferentes
modos de comportamento do organismo frente ao germe. Tal o objetivo
pretendido no presente estudo.

HISTÓRICO

Em 1926, o pesquisador uruguaio Miguel C. Rubino (1926a), trabalhando
em reações de fixação do complemento e desejando impedir a ação
hemolítica natural dos soros humanos sôbre as hemácias de carneiro,
resolveu usá-las fixadas pelo formol. No curso de suas investigações
observou certa vez que, de modo contrário ao habitual, em um dentre 713
soros examinados, os glóbulos formolados não se mantinham em suspensão
mas, ao fim de poucos minutos, depositavam-se no fundo do tubo, ficando o
sôro sobrenadante quase clarificado. Procurando a origem do sôro, verificou
que provinha de um doente de lepra. Em investigações sucessivas, pôde
demonstrar que o fato se repetia com muita freqüência em soros de doentes
dessa moléstia.

Em soros não leprosos a suspensão não se depositava antes de 1 hora;
durante êsse tempo mantinha a sua estabilidade, apresentando-se a mistura
opaca e homogênea. Em soros leprosos, em menos de 1 hora já se operava a
deposição total ou parcial das hetnácias formoladas, formando-se no fundo
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do tubo depósito escuro de limite superior nítido, com o líquido sobrenadante
inteiramente clarificado ou apenas turvo, conforme a maior ou menor sedimentação
das hemácias.

Nas primeiras pesquisas, em 12 soros de doentes de tuberculose, escarlatina e de
10 pacientes de moléstias neurológicas, hemiplegias, paraplegias e doenças de
Parkinson, o fenômeno não ocorreu.

Em 100 soros não descriminados, em que havia 18 com positividade na reação
de Wassermann, pôde observá-lo apenas em 2, com reação de Wassermann positiva,
em doentes sem diagnóstico clínico suspeito de lepra. Portanto, e fenômeno não
apresentava paralelismo com a reação de Wassermann. Em 25 soros de tuberculose
e sífilis ativa nenhum se mostrou positivo, o mesmo acontecendo no sôro de
pacientes com pleurite, peritonite, ascite, anemias graves, uremia, com a exceção
única de um caso de tuberculose caseosa.

Diferente foi o comportamento do sôro de doentes de lepra, nos quais dentre 32
casos verificou a sedimentação rápida das hemácias formoladas em 25,
equivalente a 78,13%. Ulteriormente, 3 dos 7 soros que não apresentavam
capacidade sedimentadora passaram a demonstrá-la, o que elevou para 80% a
porcentagem.

As hemácias formoladas de carneiro mostravam-se mais favoráveis que as
humanas para a evidenciação do fenômeno de Rubino.

A fixação da hemácia pelo formol constituía elemento de importância
primordial, pois os soros leprosos não sedimentavam hemácias de carneiro em
estado natural. Portanto, a ação do sôro leproso sôbre a hemácia formolada, era
eletiva. Em outras moléstias, o sôro parece ter capacidade de aglutinar e
sedimentar hemácias não formoladas e, menos intensamente, as formoladas.
Rubino verificou que tal ação é exercida sôbre a hemácia fixada pelo formol e não
decorre da simples presença do formol, pois o acréscimo ulterior dêste a mistura
de suspensão globular e sôro, ainda que em concentração superior a calculada
para a formolação dos glóbulos, não produziu o fenômeno. Identificou-o Rubino
como independente e distinto do simples aumento de velocidade de sedimentação
das hemácias. Êste ocorre não só na lepra mas em nume-rosos estados
patológicos de origem diversa. Além disso, na lepra a sedimentação rápida das
hemácias de carneiro formoladas muitas vêzes não é acompanhada de aumento
do índice de sedimentação e vice-versa, o que mostra a dissociação entre ambos.
Contra a possibilidade de tratar-se de processo comum de hemoaglutinação
opunha-se a diversidade de condições favoráveis ao desenvolvimento dos dois
processos (temperatura).

A inativação do sôro a 55-56°C, por 20 a 30 minutos, favorece a sedi-mentação
dos glóbulos formolados, fazendo-a ocorrer em soros não capazes de a produzir
quando ensaiados sem inativar. Todavia, a temperatura de 55 a 56°C tem ação
inibidora sobre o processo, sem entretanto, suprimir a propriedade aglutino-
sedimentadora. Assim, em tubo com a mistura de sôro e suspensão de hemácias
formoladas posta na estufa a 56°C não se ela a aglutino-sedimentação, que passa
a se processar após remoção para estufa a 37°C. Rubino verificou redução de
atividade do sôro com o envelhecimento, a ponto de negativarem-se soros positivos
com o correr do tempo. Com base nesses fatos, idealizou reação sorológica para
diagnóstico de lepra, cuja técnica consistia na mistura de 1 cm3 de sôro suspeito
com 1 cm3 de hemácias formoladas de carneiro, mantida em estufa a 37°C
durante uma hora. A reação era considerada positiva ou negativa conforme
ocorresse ou não a sedimentação globular traduzindo-se pelo aspecto já descrito.

O sôro deve ser utilizado dentro de 48 horas após a colheita, inativado a 55-
56°C durante 30 minutos. Para preparar a suspensão globular, o sangue
desfibrinado é lavado 4 vêzes em solução fisiológica. Após lavagem, o volume
original é levado ao dôbro, adicionando-se formol na proporção de 10%, à
temperatura ambiente, para uso após 24 horas. Antes do seu emprêgo, a sus-
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ensão é lavada 4 vêzes em solução fisiológica para retirada do excesso de formol.

Prosseguindo os estudos, Rubino (1926b) investigou as proporções relativas
ntre os reagentes, procurando estabelecer as relações ótimas. Verificou que a
oncentração de hemácias pode influenciar a reação e que a concentração globular
e 3.000.000 a 3.500.000 por milímetro cúbico deve ser utilizada a fim de evitar

mpedimento da reação por excesso de glóbulos. Para obter essa concentração,
ecomendava elevar a três vêzes o volume original do sangue com solução
isiológica. Estudando as relações quantitativas entre sôro e suspensão globular,
emonstrou que, mantendo fixa a quantidade de sôro (0,5 cm) e fazendo variar a
e glóbulos (0,35 cm3, 0,25 cm3 e 0,15 cm3), a reação se tornava mais sensível com
aior freqüência de positividade. Reciprocamente, mantendo fixa a quantidade da

uspensão globular em 0,25 cm3 e fazendo variar a de sôro, nas doses respectivas
e 0,50 cm3 0,25 cm3, 0,125cm3, a reação era muito freqüente nos três tubos e
corria sempre nos dois primeiros.

Baseado nesses fatos, entreviu a possibilidade de pôr em evidência as
ariações de comportamento sorológico condicionadas pela evolução da moléstia.
dmitia que "utilizando uma ampla escala de proporções e operando ern
ondições muito precisas de temperatura inicial e durante a experiência, pode-se
bter para cada sôro um valor especial, que seria o índice de aglutino-
edimentação, elemento muito interessante para estudar a possibilidade de
scilações humorais ern moléstia como a lepra, de evolução tão prolongada".

Procurou verificar se a reação ocorria também com glóbulos não formolados
se com êstes não seria até mais sensível, pois o formol, determinando
odificações profundas na hemácia, poderia afetar a intensidade do fenômeno,

al como sucede com a hemólise. Concluiu que, de modo geral, a aglutino-
edimentação dos glóbulos naturais pelo sôro leproso é excepcional. Ao
ontrário, em sôros não leprosos, a aglutinação dos glóbulos naturais é mais
recoce e intensa que a dos formolados, podendo ocorrer isoladamente. Essa
iferença de comportamento frente aos glóbulos formolados e aos naturais,
aracteriza fundamentalmente o sôro leproso. Prosseguindo, observou variações
e comportamento das hemácias conforme a espécie: hemácias humanas, de
obaio, de coelho fixam mal o formol, enquanto as de cabra, boi, lhama e pomba
fixam bem. Na mesma espécie animal, em ovinos, observou variações indi-

iduais.

Experimentou antigenos microbianos obtidos de uma cepa de Proteus X 19 e
e bacilos álcool-ácidos resistentes isolados de lepra e antígeno preparados com
rgãos de boi finamente pulverizados, formolados a 10%. Os resulta-dos foram
ulos.

Ampliando o número de obsevações em soros de leprosos, atingiu o total de
21, com 88 reações positivas (72,7%). Examinou mais 300 soros não leprosos,
ompreendendo casos de sífilis, tuberculose, anemia e outras afecções. Obteve
penas 7 reações positivas: em 2 casos de fratura, 1 de tuberculose, 1 de anemia
3 não esclarecidos, tendo em todos assinalado aglutinação com hemácias

aturais mais precoce e intensa que com as formoladas.

Castro Paullier e Errecart (1926) empregaram a reação de Rubino, na sua
écnica original, em 60 soros de pacientes reconhecidamente não leprosos e em
7 de lepra. Nos primeiros, a reação foi negativa em 55 e positiva em 5. Destes 5,
ue não apresentavam qualquer sintoma de lepra, 1 sofria de amebiase, 1 tinha
ratura exposta, 1 tétano, 1 hipertrofia prostática e 1 meningite. Dos 17 doentes
e lepra, 15 eram de lepra mista, 1 de "lepra tuberculóide sem bacilos" e 1 de

epra anestésica. A reação de Rubino foi positiva em 11 e negativa, em 6.

Êsses Autores afirmaram que o estudo macro e microscópico do fenômeno de
glutino-sedimentação das hemácias mostrou i dênticas características em
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soros leprosos e não leprosos. Os mesmos Autores, paralelamente a Rubino, utilizaram
suspensão de hemácias não formoladas de carneiro como testemunho e verificaram
que os soros leprosos, na sua maioria (12), deram resultado negativo e em 5, positivo.
Nos 5 soros de doentes não leprosos que produziram sedimentação de hemácias
formoladas, também se processou sedimentação das não formoladas. Por êsses
resultados, concluíram que a suspensão de glóbulos naturais não tinha valor como
testemunho, por não diferençar soros leprosos e não leprosos, que indistintamente a
sedimentaram. Afirmaram que a capacidade de sedimentar glóbulos formolados é
transitória, podendo resultar de diferentes estados patológicos e cessa quando deixa de
atuar o estímulo provocador do aparecimento de aglutininas. Referem que a formação
de aglutininas pode ser provocada experimentalmente pela injeção de soros de animais
diversos, concluindo que na reação de Rubino não atua qualquer substância específica
de lepra, mas sim, aglutininas comumente observadas nos soros humanos. Terminam
por afirmar que a reação de Rubino não constitui prova diagnóstica de lepra nem de
qualquer outra moléstia.

Castro Paullier e Errecart (1927) trazem novos argumentos contra a
especificidade da reação de Rubino, que atribuem a fenômeno banal de aglutinação.
Basearam-se na observação de 6 pacientes com afecções neurológicas e de 2 doentes
de lepra com reação de Rubino anteriormente negativa, os quais, após injeção de
soro de lhama, passaram a apresentar reação positiva. Esta consistia, nesses casos,
na aglutino-sedimentação, tanto de glóbulos naturais quanto de glóbulos
formolados. Assim, como mais tarde se pôde demonstrar, êsses Autores, por êrro de
interpretação, negaram a especificidade do fenômeno de aglutino-sedimentação.

Marchoux e Caro (1928) estudaram a reação de Rubino, ocupando-se pela
primeira vez em pesquisar as suas possíveis relações com as formas clínicas e as
fases evolutivas da lepra. Além da especificidade e da sensibilidade, investigaram a
natureza e o mecanismo da reação. Usando a técnica original de Rubino em soros de
10 doentes de lepra, compreendendo casos de lepra mista sem surto evolutivo, lepra
mista em evolução, lepra mista em atividade e lepra mista incipiente, obtiveram
resultado positivo em 5 casos e negativo, em 5. Daí concluíram que o tipo evolutivo
não influi sôbre o sentido nem sôbre a intensidade da reação. Examinando soros de
doentes de impaludismo, filariose, tuberculose, câncer, nunca obtiveram
sedimentação rápida das hemácias formoladas. O mesmo sucedeu com soros
animais, de cavalo, vaca, coelho ou com salina, pelo que afirmaram ser a reação de
Rubino negativa em todo sôro não leproso. Fazendo submeter a exame clínico e a
provas laboratoriais os 5 doentes de lepra cuja reação fora negativa, não se
encontrou afecção superajuntada, o que os levou a concluir que a ausência de sedi-
mentação em certos soros leprosos não era devida à doença associada. Com
hemácias de carneiro tratadas com formol em proporção inferior a 10% limitando a
24 horas o tempo de formolação — não se obtém sedimentação pelo sôro leproso.
Todavia, prolongando a ação do formol por tempo inversamente proporcional à
quantidade usada, a reação se processava. Suspensões globulares tratadas pelo
formol a 10%, durante 24 horas, a 5% durante 48 horas, ou a 2% durante 5 dias, à
temperatura ambiente, apresentavam resultados idênticos. Estudando as relações
de proporcionalidade entre sôro e suspensão globular formolada, verificaram que
aumento da quantidade de giro pode fazer aparecer ação precipitante em soros
negativos. Trabalhando não mais com mistura em partes iguais, mas com 3 a 5
partes de sôro para 1 de suspensão globular, soros leprosos, antes negativos,
passavam a sedimentar ao fim de meia hora em estufa de maneira nítida, embora
menos perfeita que os anteriormente positivos. De interêsse fundamental para o
conhecimento do mecanismo da reação de Rubino, são as verificações seguintes.

A sedimentação não é devida à floculação do sôro; tratando sôro de leprosos,
de doentes de lúpus, sífilis e tuberculose pelo aldeido fórmico, as alterações físico-
químicas são idênticas.
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A reação é devida à presença de urna substância específica. Ao obterem reações
ositivas em soros anteriormente negativos pelo aumento da proporção de sôro,
ostraram a presença provável de uma substância ativa em proporção variável. Tal

ubstância fixa-se nos glóbulos formolados. Decantado um tubo de reação positiva, a
assa globular sedimentada resuspensa em salina e acrescida de sôro normal, nas

ondições da reação, continua a ser sedimentada. Usando como testemunhos mistura,
m partes iguais, de suspensão globular formolada e sôro normal e de suspensão
ormolada e salina, em condições de tempo e temperatura iguais aos da experiência
nterior, os glóbulos não sedi-mentavam. Pelo que ficava evidente que a sedimentação
as hemácias formoladas de carneiro é devida a união de duas substâncias: uma,
specífica, do giro leproso, fixa-se nos glóbulos formolados; outra, não específica, do sôro
ormal do homem e dos animais. Marchoux e Caro verificaram que os glóbulos

ormolados fixam, na totalidade, a substância específica contida no sôro. Ao resíduo
btido por centrifugação do sobrenadante de uma mistura de suspensão globular
ormolada e sôro leproso quando acrescentavam parte iguais de suspensão globular
ormolada e soro normal, mantendo-se a mistura em estufa a 37°C, a sedimentação não
e produzia. Portanto, as hemácias formoladas privam inteiramente o sôro leproso da
ubstânciaativa.

Demonstraram ainda que o fixador e o complemento são alterados pelo calor. Sôro
ormal aquecido a 56°C uma hora, pristo em contato com hemácias formoladas
ensibilizadas, não determina sedimentação ainda que mantida a mistura por uma hora
37°C. Por outro lado, sôro leproso inativado a 56°C uma hora, é parcialmente reativado
elo acréscimo de giro normal não aquecido. Verificaram também que o aquecimento de
ôro leproso ate 58°C por meia hora, não altera a capacidade de sedimentação.
ntretanto, glóbulos formolados sensibilizados sujeitosà temperatura de56°Cuma hora,
erdem parte da sensibilidade. O aquecimento da suspensão globular formolada sen-
ibilizada a 50°C, 55° e 58°C por meia hora, não impede à sedimentação quando a
uspensão é posta em presença de giro normal. Marchoux e Caro observaram que a
ubstância específica se altera pelo envelhecimento do sôro, tanto mais rapidamente
uanto mais elevada a temperatura e menor o seu teor no sôro. Demonstraram que o
terdestróioprincipioespecíficoquandoagesôbreosglóbulos formoladossensibilizados.

Monacelli (1928) confirma a diferença entre a formolgelificação e o fenômeno da
edimentação específica das hemácias formoladas. Examinou 13 sôros leprosos com
esultado positivo em 12, isto é, 92%. Em 45 soros contrôles, provenientes de
ndivíduos sãos, de sifilíticos e de doentes de várias afecções, entre estes maleitosos e
uberculosos, obteve resultados sempre negativos. Dos doentes de lepra, 8
presentavam forma mista, 4 tuberosa e 1 nervosa pura, o único com reação de
ubino negativa. Conclui pelo alto valor da reação, dada a especificidade, sugerindo
possibilidade do seu empr~ego em triagem nas regiões de endemia leprosa.

Peltier (1928) fez estudo comparativo entre as técnicas de Rubino e de Marchoux e
aro, usando-as no exame sorológico de 18 doentes de lepra e 75 pacientes não
uspeitos de lepra. Com a técnica de Rubino, obteve nos soros leprosos, 4 reações
ositivas (22,2%) e nos soros não leprosos, nenhuma reação positiva (0%). Com a
écnica de Marchoux e Caro, encontrou 6 reações positivas (33,3%) em 18 doentes de
epra e 13 reações positivas (17,3%) nos 75 pacientes não suspeitos de lepra. A pouca
ensibilidade da reação se evidenciava pelo fato de ter sido positiva apenas em leprosos
uberosos com baciloscopia de muco positiva. Quanto à técnica de Marchoux e Caro,
erificou que era mais sensível, porem menosespecífica que a originaldeRubino, tendo
ido positiva em 4 sifilíticos, 2 biliarzióticos, 1 doente de filariase, 1 de ancilostomose, 1
e escabiose, 1 de tuberculose e 1 de doença febril indeterminada. Não usou o
estemunhodesuspensãodeglóbulosnaturais.

Travassos (1928) estudou a reação de Rubino, na técnica original e na
odificação de Marchoux e Caro. Procedendo ao exame sorológico de 30
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oentes de lepra, obteve com a técnica de Rubino reação positiva em 13 soros (43,33%)
com a de Marchoux e Caro, 17 positivos (56,66%). Considerando as formas clínicas,

uberosa, mista e frusta e dividindo, segundo Muir, as fases evolutivas em inflamatória,
m repouso e em resolução, procura interpretar os resultados da reação referindo-se as
esmas. Conclui: "nem as formas clínicas de lepra nem o seu estado evolutivo têm

nfluência sôbre a reação. Os resultados positivos são, entretanto, mais freqüentes nas
ormas tuberosas. Do mesmo modo, as reações positivas mostram-se mais freqüentes
o período de franca evolução. A lepra em resolução deu-nos sempre resultados
egativos". Tendo examinado soros normais, soros de doentes de sífilis primária,
ecundária e terciária, de febre do grupo tífico, meningite cérebrospinal epidêmica,
âncer, tuberculose e infecções estafilocócicas, não encontrou reação positiva. As
eações de Wassermann e de Meinicke não mostraram relação com a de Rubino e,
om base nos resultados em doentes de sífilis e de lepra, conclui: "a sífilis associada à
epra não teria influência direta sobre o fenômeno de sedimentação das hemácias
ormoladas".

Markianos (1929) examinou o sôro de 104 indivíduos não leprosos e de 6 doentes
e lepra mista, empregando a reação de Rubino pela técnica original e pela de
archoux e Caro. No grupo não leproso, encontrou apenas 1 caso positivo, não
odendo esclarecer o achado por não ter sido encontrado o paciente. Em 6 doentes de

epra mista, não obteve resultado francamente positivo com a técnica de Rubino, ao
asso que com a de Marchoux e Caro, 3 soros acusaram resultados positivos francos.
oncluindo pela especificidade da reação, afirma ser a técnica de Marchoux e Caro
referível pela maior sensibilidade.

Luz (1929) submeteu a exame sorológico 76 casos de Millis e 20 de tuberculose.
ôdos foram negativos na reação de Rubino. Em 76 soros de doentes de lepra, obteve
ositividade em 21 de 45 de forma cutânea; em 6 de 18 de forma nervosa; em 8 de 16
e forma mista.

Rubino (1929) apresenta os resultados de novas pesquisas. Para revelar a
resença de hétero-aglutininas capazes de sedimentar os glóbulos formolados,
alseando o resultado da reação, introduziu uma série de tubos com a mesma
istribuição de reagentes, usando, porém, suspensão de hemácias não formoladas,
ôbre as quais as aglutininas agem de modo mais intenso. Recomenda a inativação
o sôro a 55-56°C, de 20 a 25 minutos, o uso de suspensão globular e 4.000.000 por
m3 e, em vez de um único volume de sôro emprega 3 volumes diferentes. Com tais
odificações, tornou a reação mais sensível, permitindo, também, o reconhecimento
os soros hétero-aglutinantes. Levando em conta essas modificações, apresenta nôvo
ritério de, leitura, considerando positiva a reação em que a sedimentação ocorre na
érie de tubos de glóbulos formolados ou, além dêstes, apenas no primeiro tubo da
érie de glóbulos naturais; negativa, a reação com sedimentação na série de glóbulos
aturais antes ou ao mesmo tempo que na série de tubos de glóbulos formolados.

Para haver formolação satisfatória, são necessários a extração recente dos
lóbulos e sua lavagem com solução fisiológica antes do acréscimo do formol.

O teor globular tem influência muito acentuada na sensibilidade da reação,
elo que o Autor recomenda a mesma concentração de hemácias nas suspensões
lobulares naturais e formoladas.

Estudando a influência da temperatura na fixação da substância específica
elas hemácias formoladas, demonstrou, por provas de absorção, que,
emperatura de 37°C ela é total, a 9°C parcial e a 56°C nula. Demonstrou ainda
ue a reação exige a presença de eletrólitos, não se processando sem êles. Por
sse conjunto de características, identificou o seu método a um processo de
loculação em que a sedimentação é sempre precedida da atividade
glutinadora ou floculadora de aglutininas específicas sôbre os glóbulos
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ormolados. Exclui a possibilidade de confundir auto-aglutinação e aglutino-
edimentação dos glóbulos formolados pelas características objetivas e biológicas; na
uto-aglutinação observamos disposição dos glóbulos em pilha e independência das
eis de iso e hétero-aglutinação quanto à temperatura e absorção. Chama a atenção
ara a coexistência da hétero-aglutinação e da aglutinação específica. Quanto aos
aracteres físico-químicos do sôro leproso, não observou relação entre o índice
efractométrico e a positividade da reação, pois o índice refractométrico estava em geral
umentado no sôro leproso, sem paralelismo com a positividade ou a negatividade de
eação. Verificou não existir dependência entre a taxa de colesterol do sangue e
eatividade do sôro. Relata os resultados de novas provas em soros de 38 doentes de
epra, tendo obtido reação positiva em 22 (84,2%), negativa em 5 e duvidosa em 1. Em
00 soros de indivíduos não leprosos, afetados de diversas doenças, sífilis, anemias
raves, moléstia da pele, intoxicações, etc., a reação foi negativa. Até então, em cêrca de
.000 sorosnãoobservara reaçãopositiva a nãoser em soros leprosos.

Amies (1930), tendo praticado a reação de Rubino com ligeira modificação de
écnica, em soros de 353 doentes de lepra tuberosa, mista e anestésica, encontrou
ositividade apenas em 89, e Anicamente nos que apresentavam lesões ativas. Em 287

ndivíduos não leprosos, acometidos de doenças diversas, a reação foi positiva em cêrca
e5%.

Ambrogio (1930) examinou sorológicamente 11 doentes de lepra, sendo 10 de lepra
ista e 1 de lepra nervosa e 2 indivíduos suspeitos, usando como testemunhos 600

oros oriundos de indivíduos sãos ou afetados de várias moléstias. Empregou as
écnicas de Rubino e de Marchoux e Caro e procedeu a outras modificações pessoais,
azendo variar a proporção dos reagentes, usando soros diluídos e não diluídos. Em
m mesmo giro ocorriam resultados discrepantes, conforme a técnica utilizada. Em 11
oros leprosos, 10 deram sedimentação rápida, 1 menos rápida, porem mais precoce
ue nos soros testemunhos. Nos 600 soros do grupo testemunho, apenas em 5
bservou positividade da reação (0,8%) e dos 2 soros suspeitos 1 foi negativo e o outro
ositivo. Afirma que os soros leprosos têm capacidade de precipitar rapidamente as
emácias formoladas. Chama a atenção, entretanto, para o fato de esta propriedade
ão ser estável, visto que dois soros positivos deram resposta negativa 20 dias depois,
oltando a reagir positivamente algumas se-manas após. Tendo praticado a reação de
ubino com frações albumínicas e globulínicas separadamente, Ambrogio relacionou o

enômenoda aglutino-sedimentaçãoAsglobulinasdosôro.

Figueiredo (1931) estudou a reação em 35 doentes de lepra, empregando a
écnica de Rubino modificada e, quando possível, a de Marchoux e Caro. Obteve
m doentes de forma tuberosa e mista reação positiva em 26 (74%) e negativa
m 9; nos casos de lepra nervosa, em número de 30, obteve reação positiva em 8
26%) e negativa em 22. Em 108 doentes afetados de doenças diversas:
lastomicose, leishmaniose, epiteliomatose, sífilis, tuberculose pulmonar,
ranulomatose e em mulheres grávidas, a reação de Rubino foi sempre negativa.
oncluiu que a reação de Rubino é específica e patognomônica da lepra, sendo
ais freqüente nas formas mista e tuberosa.

Rubino (1931a) aplicou sua nova técnica a soros de 36 doentes de lepra,
elacionando os resultados à forma clínica da moléstia. No conjunto obteve
7 reações positivas e 9 negativas. Na forma tuberosa, em 18 doentes, 16
iveram reação positiva e 2 negativa; na forma mista, em 10 doentes, 8
iveram reação positiva e 2 negativa; em 8 de lepra nervosa, 3 tiveram reação
ositiva e 5 negativa. Em 304 soros testemunhos, nos quais se incluiam 33
e doentes de moléstias tropicais (leishmaniose, tripanossomiase, filariose)
4 de doentes de sífilis com reações sorológicas positivas, 18 de tuberculose
236 soros de doentes não discriminados, apenas em 1 a reação foi positiva.
ratava-se de individuo vindo das colônias e que apresentava cubitais volu-

CONTRIBUIÇÃO PARA O ESTUDO DA REAÇÃO DE RUBINO 185



mosos, sensação de formigamento e distúrbios de sensibilidade nos dedos das mãos.

Rubino (1931b) apresenta resultados de suas pesquisas sôbre alterações
determinadas pelo formol na capacidade de produção e de absorção das imuno-
aglutininas e imuno-hemolisinas pelas hemácias. Numa série de experiências,
demonstrou que a produção de hemolisinas era quantitativamente igual quer se
usassem como antígeno glóbulos normais ou formolados, ao passo que na produção
de imuno-aglutininas, as hemácias não formoladas revelaram capacidade
imunizante três vêzes superior à das formoladas. Quanto A aglutinabilidade dos
glóbulos formolados pelo soro imune preparado quer com glóbulos formolados, quer
com naturais, encontrou-a sempre inferior, raramente igual e em caso algum
superior à dos glóbulos naturais pelos mesmos soros. No referente aos fenômenos
imuno-hemolíticos, demonstrou que, se a capacidade de produção de imuno-
hemolisinas pelos glóbulos formolados e naturais era pràticamente igual, o mesmo
não acontecia com a capacidade de absorção, três a quatro vêzes mais elevada nos
glóbulos naturais. Dêsse modo, a capacidade de produção de aglutininas e a
aglutinabilidade eram as duas propriedades mais modificadas pelo processo de
formolação. No mesmo trabalho, Rubino estudou a ocorrência simultânea de
aglutininas específicas e de hétero-aglutininas no giro leproso, podendo a presença
destas determinar a sedimentação das hemácias formoladas a ponto de tornar
ilegível a reação.

Baseado nas pesquisas de Marchoux e Caro, pôde confirmar, em novas
experiências, a absorção eletiva das aglutininas específicas pelos glóbulos formolados
e a absorção indiferente das hétero-aglutininas pelos glóbulos formolados e naturais.
Com isto se tornava possível o afastamento das hétero-aglutininas por meio de
absorção prévia do sôro com glóbulos naturais, removendo êsse sério inconveniente,
capaz de falsear ou tornar impraticável a leitura da reação. Verificou também que as
hétero-aglutininas de um giro fortemente aglutinante podem não ser totalmente
fixados a 37°C e que a temperatura ótima para sua absorção é a de 0°C.

Apoiado nesses fatos, Rubino explica a natureza da reação, definindo-a do
seguinte modo: "a aglutino-sedimentação dos glóbulos formolados na lepra é uma
reação da mesma natureza que as aglutininações microbianas e as sôro-floculações;
é regida pelas mesmas leis, responde ás mesmas exigências e necessita da presença
de um elemento específico que produz primeiramente aglutinação, seguida de queda
mais ou menos rápida dos glóbulos, que leva à clarificação mais ou menos completa
das suspensões".

Analisando os resultados até então obtidos pelos diversos Autores, atribui as
discrepâncias observadas à insuficiência de técnica. Julgando satisfatória a
sensibilidade e absoluta a especificidade da reação, concluiu por dizer: "estas duas
propriedades também não se encontram nitidamente na maioria das reações
sorológicas, sobretudo se se lhes pede para responder a tôdas as formas clinicas da
doença".

Chama a atenção para o fato de a intensidade da reação não estar ligada ao
tempo da moléstia, relacionando-se antes com a forma clínica e o caráter evolutivo
da afecção.

Prosseguindo suas pesquisas, Rubino (1931c) verificou que as hemácias
formoladas têm maior capacidade de absorção da hemolisina no sôro normal que no
imune, atribuindo-a à existência no soro humano ativo de uma propriedade que
mantém a capacidade de absorção, comprovada pelo fato de o acréscimo de giro
humano ativo elevar consideràvelmente a absorção da hemolisina. Demonstrou
também que o poder de absorção do complemento de cobaio pelas hemácias
formoladas é muito restrito e que apenas suspensões globulares muito concentradas
(no mínimo 20%) podem absorver pequena parte do complemento, Entretanto,
pareceu-lhe que a presença da imuno-hemolisina pode elevar êsse poder.
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Quanto à absorção da hemolisina natural e do complemento do sôro humano
tivo, mostrou sua dependência às proporções relativas de concentração do sôro e de
uspensão das hemácias formoladas. Observou que, mantido o mesmo volume de
ma suspensão globular, a concentração necessária para produzir absorção total é
roporcional à diluição do sôro. Ademais, verificou que a absorção do complemento
e relaciona com a presença de hemolisina natural. Embora a absorção do
omplemento não dependa estritamente da presença de hemolisina, é mais completa
e obtida simultaneamente com a absorção desta. Nessa mesma ordem de fatos,
bservou que hemácias formoladas e sensibilizadas têm maior capacidade de
bsorção do complemento que os glóbulos não sensibilizados.

Adant (1931) apresenta os resultados de confronto realizado com a reação de
ubino executada pela técnica original e pela de Marchoux e Caro. Em 14 doentes
e lepra, a reação pela técnica de Rubino foi positiva em 9 casos (64,2%) e pela
écnica de Marchoux e Caro, em 13 (92,8%). Em 126 indivíduos não doentes de
epra (tuberculosos, sifilíticos, framboéticos, maleitosos, tricofitóticos, filarióticos, 1
oente de febre tifóide, 1 de tripanossomiase, 1 de febre recorrente e indivíduos
ormais) a reação foi positiva em 2 soros.

Pela técnica de Rubino e a de Marchoux e Caro, a reação foi positiva em 2 casos
e sífilis. Entretanto, ela foi positiva com a de Marchoux e Caro em 6 outros casos,
otalizando 8 (6,3%). Dêsses 8 soros, 3 eram de sifilíticos, 2 de filarióticos e 3 de
essoas aparentemente normais. Nesses casos não atribui a positividade à sífilis ou à
ilariose, desde que em outros sifilíticos e filarióticos a reação, quer pela técnica de
ubino quer pela de Marchoux e Caro, foi negativa.

Ambrogio (1932) procurou explicar o fenômeno da sedimentação das hemácias
ormoladas como de ordem físico-química, resultante de uma alteração do equilíbrio
as forças eletrostáticas dos glóbulos suspensos e do meio líquido. A ação sinérgica
e um princípio existente no sôro leproso e dos eletrólitos seria responsável pela
udança de potencial fazendo com que, nos glóbulos suspensos, a fôrça de coesão

uperasse a de repulsão, com conseqüente perda de estabilidade. Examinou soros
e indivíduos suspeitos de lepra e de indivíduos não doentes, nem suspeitos de

epra. Usou a técnica de Rubino modificada, a de Marchoux e Caro e modificações
essoais, com doses graduais de giro e fixas de glóbulos formolados e vice-versa,
ssim como soros diluídos em doses fixas ou gradativas e doses fixas e gradativas de
emácias formoladas. Com êsse proceder, obteve no mesmo sôro resultados
iscrepantes: soros leprosos negativos na reação executada com as técnicas de
ubino e de Marchoux e Caro passaram a positivos com as modificações por êle

eitas. A intensidade da reação variava com a proporção dos reagentes. Como já ha-
iam observado Marchoux e Caro, pôde constatar, porém em sentido inverso,
umento de sensibilidade da reação, pelo emprêgo de maior proporção da sus-
ensão globular. Como resultados, relata os seguintes: em 17 soros leprosos, obteve
eação positiva em 14 (82,3%), negativa em 2 (11,7%) e parcial em 1 (5,8%). Nos
oros testemunhos, em número de 600, a reação foi negativa em 595 (99,2%) e
ositiva em 5 (0,8%). Em 5 suspeitos de lepra, um apresentou resultado positivo.
ão havia relação entre atividade biológica do soro e forma da moléstia. Observou

ambém oscilação de reatividade em 2 soros que de positivos, se tornaram negativos
5 dias depois, voltando a apresentar positividade algumas semanas após.

Adant (1932) que, em trabalho anterior, observara positividade da reação de
ubino em 2 dentre 126 indivíduos não doentes de lepra, usando a técnica original
o Autor e em 8 com a técnica de Marchoux e Caro, voltou a examinar 105

ndivíduos não doentes de lepra, sãos ou afetados de doenças tropicais. Quatro soros
edimentaram fortemente as hemácias formoladas de carneiro: entretanto, após
bsorção por hemácias naturais, isso não mais sucedeu. Soros leprosos, que
edimentavam hemácias formoladas, conservavam essa propriedade após absorção
rolongada com hemácias naturais.
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Lépine, Markianos, Papayoannou (1932) indagando, do ponto de vista pratico, que
contribuição poderia a reação de Rubino trazer para o diagnóstico da lepra precoce,
examinaram o sôro de 18 indivíduos normais ou doentes não leprosos. Todos tiveram
resultadonegativo,segundoa técnicamodificadadeRubino.Em118casosde lepra,coma
mesmatécnica,59tiveramresultadopositivoe59,negativoouseja,50%desensibilidade.

Referindo os resultados as formas de lepra, encontraram maior freqüência na forma
tuberosa, seguida da mista, nervosa e maculosa. Investigando as relações entre resultado
dareaçãodeRubinoefaseevolutivadasdiversasformasde lepra,verificaramoseguinte:na
lepra nervosa, em 24 doentes, apenas 3 (12,5%) apresentaram resultado positivo. Nem
tempo de doença nem fase evolutiva pareceram influir nos resultados sorológicos. Na lepra
mista, isto é, lepra nervosa associada à tuberosa, dentre 17 doentes, 6 tiveram reação
positiva (35,5%).Positividadeocorreuemmaiornúmeroemdoentesemquepredominavao
elemento tuberoso. Na lepra tuberosa, dentre 70 doentes em diferentes estádios de
evolução, 49 acusaram reação positiva (70%). A freqüência de positividade pelos diferentes
estádios evolutivos, mostrou maior porcentagem nos mais avançados ou médios. Frizam,
entretanto,quemesmonas fasesmaisavançadas,quaseum térçodosdoentes teve reação
negativa. Destacam que dentre 7 doentes de lepra maculosa pura, a reação foi positiva
apenas em 1 (14,2%). Concluem que a reação de Rubino é específica, o que lhe dá valor
apreciável.Nãoobstante, sua aplicaçãopratica é restrita, porqueos resultadospositivos são
freqüentes só na lepra tuberosa e assim mesmo em certo número de doentes (mais ou
menos30%)epornãoserprecoce, tornando-sepositivaemestádiosdamoléstia emqueos
sintomasclínicosimpõemodiagnóstico.

Spanneda (1932) contesta a especificidade da reação de Rubino, baseado no resultado
deobservaçõesem13doentesde lepradasvárias formas,anestésica, tuberosaemista,dos
quaisapenas1acusou reaçãopositiva (5,8%).Alémdoque, em76 sorosde indivíduosnão
leprosos, sãos ou afetados de diversas moléstias, a reação foi positiva em 9 (12,3%). Das
reações positivas em indivíduos não leprosos, 2 ocorreram em doentes de sífilis nervosa, 2
em casos de blenorragia em mulher, 1 em caso de septicemia estafilocócica, 1 em caso de
icterícia hemolítica e 2 em tuberculosos. Atribui essa baixa positividade na lepra a possível
efeito terapêutico do óleo de chalmougra e de vacinas anti-lepráticas, usadas na Clinica do
ProfessorSerra.

Furtado e Leite (1932) examinaram 18 soros de leprosos pela técnica modi-ficada por
Rubinoem1931,encontrando16reaçõespositivase1negativa.Paralelamenteareaçãode
Wassermann apresentou resultados positivos em 15 soros, tendo sido negativa em 1 dos
quederam resultadopositivona reaçãode Rubino.Entretanto, em sifilíticos com reaçãode
Wassermann fortemente positiva, a de Rubino foi sempre negativa. Concluem pela
especificidade da reação de Rubino, recomendando-a como o melhor dos métodos
sorológicosconhecidosparaodiagnósticode lepra.

Zevallos (1932),empregandoatécnicadeMarchouxeCaro,examinou39sorosde lepra
com os seguintes resultados. Na lepra tuberosa, em 6 casos teve 6 resultados positivos; na
lepramista, em10casos,9positivos;na lepranervosa, em13casos,7positivos.Ressaltaa
negatividade constante em certos casos de formas avançadas ou durante o aparecimento
denovas lesões.Atribuio fatodedoentesde lepracomreaçõesnegativasapresentarem-nas
positivasdepoisdealgumtempo,aumareativaçãoporefeito terapêutico.

Montafies (1932a, 1932b) estudou a reação de Rubino em 105 casos de
lepra, obtendo 95 reações positivas (90,47%) e 10 negativas (9,53%). Para
testemunhos, usou soros de 54 indivíduos não doentes de lepra, portadores de
diversas moléstias da pele, tendo a reação de Rubino sido positiva em 3 (5,55%)
e negativa, em 51 (94,45%). Classificando os doentes segundo a nomenclatura
recomendada pela Conferência Internacional de Manila em 1931,
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õe em evidência os contrastes entre o comportamento sorológico dos doentes da
esma forma clinica e estádio evolutivo. Estudando as relações entre intensidade da

eação e tempo de moléstia (acrescentando ao tempo de doença informado pelo
aciente 3 a 5 anos, em média, para obter o tempo de doença aproximado), verificou
ue a reação de Rubino é tanto menos intensa e menos freqüente quanto mais recente
infecção.Entreasdiferentes formasclínicas, observouo seguinte:nas formasnervosa
ura e incipiente, o número de reações positivas e sua intensidade são menores nas
istas eavançadas.

Pesquisando a relação entre a reação e a existência demonstrável de baci-los,
erificou não haver concordância entre positividade ou negatividade da reação e
resença debacilosnomuconasal.

A reação de Rubino era mais freqüentemente positiva nos casos em evo-lução que
os estacionários, podendo ser positiva em 80% dos casos "clinica e bateriológicamente
urados".

Hombria (1932) realizou pesquisa comparativa entre a reação de Was-sermann em
iferentes modalidades técnicas, a reação de Kahn, de Meinicke, de Mueller, de
otelho, de Eitner e a reação de Rubino, não especificando a técnica usada na
xecuçãodesta.

Ern 18 soros leprosos, a reaçãode Rubino foi positiva em 10, a de Eitner, em 11 e a
e Botelho, em 18. Em 23 soros de indivíduos não doentes de lepra, a reação de
ubino foi negativa em todos, a de Either, positiva em 5 e a de Botelho, em 17. Nos
oros leprosos, a reação de Kahn foi positiva em 11, as de fixação de complemento, em
2, a reação de Mueller (M. B. R. II) em 8 e a de Meinicke (M.T.R.), em 5. Conclui que a
eação de Rubino parece de sensibilidade menor que as demais, entretanto sua
egatividade constante em soros não leprosos faz considerá-la de grande utilidade no
iagnóstico biológicoda lepra.

Mc Kenzie (1933) examinou o sôro de 41 doentes de lepra pela reação de Rubino.
ão grandes foram as modificações por êle feitas na técnica da reação que não é
ossível confrontar seus resultados com os dos demais Autores. Fazendo a ressalva de
ue investigou a reação de Rubino em condições que não correspondiam as
stabelecidas pelo autor do método, diz que a reação lhe parecia sem valor para o
iagnóstico da lepra.

Fleury da Silveira e Mesquita (1933), estudando a reação de Rubino, fizeram
bservações sôbre as condições do sôro, demonstrando que o mesmo, conservado em
eladeira, mantinha o poder de aglutino-sedimentação, apresentando reações perfeitas
elo espaço de 15 dias. Fizeram estudo comparativo entre a reação de Rubino e a
eação de fixação de complemento de Gomes, apreciando os resultados de confronto
m relação às diversas formas clínicas de lepra. Dentre 103 soros examinados,
bservaram positividade em 70 (67,9%) e negatividade em 33 (32,03%) com a reação
e Rubino. Na lepra nervosa pura, em 29 casos, obtiveram 13 reações positivas

44,82%); na lepra cutânea, de 9 casos, 8 foram positivos (88,88%) e em 65 casos de
epra mista, foram positivos 49 (75,38%). Como testemunhos, usaram sôro de 38
oentes não leprosos: 9 de leishmaniose tegumentar americana, 3 de pênfigo, 2 de
aludismo crônico, 9 de tuberculose pulmonar, 9 de sífilis, 1 de úlcera tropical, 1 de
lenorragia, 1 de disenteria bacilar, 1 de diabete, 1 de arteriosclerose e 1 de xeroderma
igmentoso. Examinaram também o sôro de 3 indivíduos sãos e de 5 gestantes. O
onfronto dos resultados obtidos em doentes de lepra revelou positividade de 67,9%
om a reação de Rubino e de 83,4% com a de Gomes. Entretanto, a reação de Gomes
presenta muito menor especificidade. Nos 38 casos testemunhos, a reação de Rubino
oinegativa em todos, enquanto a deGomes foipositiva em 60,6%.

Concluem Fleury da Silveira e Mesquita pela especificidade da reação de Rubino,
onquanto sua sensibilidadenãoseja muito elevada,mormente na forma nervosa.
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Benetazzo (1933), admitindo a natureza físico-química da reação de Rubino
comum à do aumento de velocidade de sedimentação, procurou estudar as
relações entre ambas. Em 20 soros de doentes de lepra, procedeu à reação de
Rubino pela técnica de Marchoux e Caro e à medida do índice de Sedimentação
pela técnica de Linzenmeyer, obtendo em 11 (55%) positividade da reação de
Rubino e aumento do índice de Sedimentação. Confrontando-os As reações de
Wassermann e de Meinicke, verificou positividade das reações sorológicas de sífilis
em 12 soros (60%), enquanto a reação de Rubino foi positiva em li e o índice de
Sedimentação estava aumentado também nestes.

Explicando o mecanismo da reação de Rubino, atribuiu-o à alteração das
condições coloidais do plasma conseqüente a aumento absoluto das globulinas,
coloides muito mais instáveis que as albuminas, levando à chamada labilidade
plasmática. Corroboraria nessa concepção o fato de na lepra a relação entre
albuminas e globulinas no sôro alterar-se em favor destas.

Com líquido de bôlhas produzidas com cerato de cantáridas, realizou a reação
de Rubino pela técnica de Marchoux e Caro em 10 casos de lepra, obtendo
número de reações positivas igual ao encontrado no giro dos mesmos doentes, isto
é, 6. Considera êste fato um argumento a mais em favor do papel do desequilíbrio
protêico no mecanismo da reação de Rubino, uma vez que, como demonstrado por
Cerruti e Meineri, o índice protêico do liquido de bôlhas é idêntico ao do sôro.

Conclui, afirmando que a reação de Rubino tem valor diagnóstico quando
positiva, e o índice de Sedimentação não, por ser observado em outras doenças.

Landeiro (1934), examinando 55 soros de doentes de lepra pela reação de
Rubino, técnica de Marchoux e Caro, obteve resultado positivo em 54 (98,18%) e
negativo, em 1 (1,82%). Estudando a influência do tratamento químico no
comportamento das hemácias, submetendo-as à ação do álcool 950 a 10%, do
sublimado a 1 e a 10% do aldeido fórmico a 10% durante 24 horas em geladeira,
verificou que os glóbulos assim tratados não tinham a propriedade de fixar a
substância específica responsável pela reação de Rubino.

Rubino (1934) faz revisão dos diversos métodos sorológicos empregados no
diagnóstico de lepra, analisando-lhes o valor pratico, historia a sua reação e os
resultados com ela obtidos pelos vários pesquisadores, reconhece sua maior
sensibilidade na lepra tuberosa e mista e nas fases evolutivas avançadas,
ressaltando, porém, sua possibilidade diagnóstica em alguns casos incipientes.

Roca de Viiials (1934), usando a técnica de Rubino modificada, exami-nou 27
soros de leprosos, obtendo resultado positivo em 25 (92%) e negativo, em 2. Para
testemunhos, usou soros de 18 doentes de câncer, 2 de sífilis, 7 de diversas
afecções que não discrimina e 1 de comunicante de lepra, tendo sido todos
negativos.

Bier e Arnold (1935 a, 1935 b) reconhecem que "a reação de Rubino merece
especial destaque porque, embora relativamente pouco sensível, tem o valor de
uma reação absolutamente especifica. As porcentagens de reação Rubino-positivas
obtidas na lepra por vários Autores variam, porém ha acôrdo relativamente A
ausência de reações inespecíficas".

O material de pesquisa constituiu-se de 367 soros de doentes de lepra; casos
avançados e graves de lepra nervosa, cutânea, mista, tuberosa e casos incipientes.
Usaram a técnica recomendada por Rubino em 1931, adotando critério pessoal de
expressão dos resultados. Para permitir melhor interpretação, esclarecem o sentido
em que foram usadas as designações das diversas formas clinicas de lepra: lepra
nervosa pura quando havia sòmente comprometimento dos nervos e alterações
tróficas; forma maculo-anestésica, aquela em que só aparecem máculas e
alteração da sensibilidade; lepra incipiente, os casos em início, qualquer que fôsse
a forma clínica.
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Os resultados foram os seguintes. Na lepra nervosa pura, reação positiva +++ em
casos (8,8%), reação positiva ++ em 3 casos (8,8%), reação positiva + em 4 (11,7%)
um total de 10 casos positivos (29,3%) sôbre 34. Na lepra máculo-anestésica:
eação positiva +++ em 10 casos (16,6%), reação positiva ++ em 5 (8,3%), reação
ositiva + em 18 (16,6%) num total de 5 positivos, constituindo 41,7% a positividade
os 60. Na lepra mista, obtiveram: reação positiva +++ em 61 (29,6%), reação
ositiva ++ em 25 (12,1%) e reação positiva + em 30 (14,5%), observando-se 116
asos de positividade (56,5%) sôbre 206. Na lepra tuberosa, tiveram reação positiva
++ em 11 (40,7%), reação positiva ++ em 5 (18,5%) e reação positiva + em 2 (7,4%)
um total de 18 casos positivos (66,6%) dentre 27. Na lepra incipiente, a reação
ositiva +++ em 4 (155%), positiva ++ em 3 (4,1%), positiva + em 3 (4,1%), totalizando
0 casos positivos (13,8%) nesse grupo de 72 doentes. Em 33 soros de tuberculosos
reação de Rubino foi negativa e em 912 soros de doentes de outras afecções, 1

penas foi positivo (+), dando um porcentual de 0,1 de positividade em soros de
ndivíduos não leprosos.

Bier e Arnold chamam a atenção para a maior freqüência de positividade da
eação de Rubino na forma tuberosa que na forma nervosa, pondo em relêvo
ambém a menor freqüência de positividade nos casos incipientes.

Relacionando os resultados da reação à forma clínica, designada segundo a
omenclatura recomendada pela Conferência de Manila (1931), verificaram que a
ensibilidade da reação de Rubino variava apenas com o componente cutâneo, não
arecendo influenciada pela intensidade dos fenômenos nervosos. Confrontando
eus resultados aos dos Autores que anteriormente se ocuparam do assunto,
tribuem as discrepâncias à sensibilidade desigual das várias partidas do antígeno.
nvestigando o mecanismo da reação, realizaram uma serie de experiências,
onfirmando integralmente as verificações de Rubino e de Marchoux e Caro sôbre as
ropriedades da aglutinina leprosa. Estudando o papel dos eletrólitos, verificaram a

nfluência de diferentes concentrações de NaCl, demonstrando a inibição da reação
elas concentrações fortes e seu desenvolvimento com as concentrações mínimas,
stabelecendo como ótimas as de n/4 a n/8, isto é, a da solução fisiológica.

Pesquisando relação entre aglutinina leprosa e o anticorpo fixador do
omplemento na reação de Witebsky, por meio de provas de absorção com hemácias
ormoladas de carneiro e naturais, demonstraram que o sôro leproso absorvido
antinha inalterada a capacidade de fixar o complemento em presença dos lipóides

specíficos do bacilo da tuberculose usados como antígeno, não havendo qualquer
elação entre os dois fatôres: o responsável pela reação de Rubino e o que produz a
eação de Witebsky.

Ambrogio (1935), fazendo revisão das pesquisas de Rubino sôbre o mecanismo
a reação, realiza uma série de experiências, concluindo o seguinte: os soros hétero-
glutinantes não leprosos se distinguem por fazerem sedimentar rapidamente as
emácias naturais, não parecendo, entretanto, que a sedimentação seja mais

ntensa nestas que nas formoladas. Com referência ao comportamento dos soros
eprosos positivos na reação de Rubino frente as suspensões de hemácias naturais e
ormoladas, confirmou seu maior poder aglutinante face as formoladas.

Confirmou, igualmente, as pesquisas de Rubino e de Marchoux e Caro sôbre a
oexistência de aglutininas específicas e de héteroaglutininas no sôro leproso e a
ossibilidade de as diferençar pelas provas de absorção do sôro com hemácias
aturais e formoladas. Confirmou ainda o observado por Rubino quanto a
iversidade de temperaturas ótimas para absorção de aglutininas específicas e de
étero-aglutininas tendo-as, entretanto, encontrado diferentes das determinadas por
quele Autor. Estudando a influência dos eletrólitos, verificou a necessidade da
resença do NaCI para o andamento da reação.
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Pimentel Imbert (1936) examinou soros de 47 doentes de lepra, de 214 doentes
de diversas moléstias e de 17 indivíduos sãos, usando a reação de Rubino pela
técnica modificada em 1931. Dos 47 soros leprosos, 19 provinham de doentes de
lepra tuberosa, dos quais 16 (84,2%) apresentaram resultado positivo; 10 eram de
doentes de lepra mista, com 7 resultados positivos (70,0%); 16 de doentes de lepra
nervosa, com 6 resultados positivos (62,5%); 2 de doentes de lepra maculosa, com
resultado negativo. Nesses 47 soros leprosos, a porcentagem de positividade foi de
70,21%. Dos 231 soros testemunhos, 214 provinham de doentes: 55 casos de
tuberculose, 88 de sífilis, 8 de câncer, 11 de uncinariose, 4 de esquistossomose, 2
de cromomicose, 6 de eczema, 4 de lúpus eritematoso, 7 de dermato-micoses, 3 de
esprú e 26 de outras moléstias. Examinou 17 soros de indivíduos sãos. Todos os
soros testemunhos foram negativos.

Besta e Mariani (1936) empregaram a técnica modificada de Rubino no estudo
de 46 soros de doentes de lepra e de 400 soros de indivíduos não leprosos. Quanto
á forma clínica, os casos de lepra distribuiam-se da seguinte maneira: 14 de lepra
tuberosa, com positividade da reação em 4 (29,0%); 12 de lepra nervosa, dos quais
2 com reação positiva (17,0%) e 20 de lepra mista, sendo 18 com reação positiva
(90%). Entre os 400 testemunhos, dos quais 38 de indivíduos sãos, 29 de sifilíticos,
10 de tuberculosos (bacteriológicamente confirmados) e 10 de diferentes moléstias
crônicas, nenhum apresentou reação positiva.

Analisando os resultados em face do tratamento, concluíram que êste não
parecia modificar de maneira apreciável a freqüência de positividade da reação.
Observaram a possibilidade de mudança do comportamento sorológico, com
passagem à negatividade de soros positivos, enquanto alguns soros negativos
podiam tornar-se positivos. Não observaram influência de fator racial.

Bier (1936), fazendo apreciação crítica do problema sorológico da lepra, afirma,
em face da especificidade absoluta da reação de Rubino e de sua reduzida
sensibilidade, que seu interêsse é menos pratico que teórico. Chamando a atenção
para o "fator enigmático" por ela responsável, ressalta a sua independência dos
demais fatôres imunológicos conhecidos.

Ruge e Maas (1939) examinaram 2016 soros inativados e 136 soros ativos não
leprosos. Do total, 1361 provinham de doentes de diferentes moléstias. Sómente
em 4 casos (0,19%) a reação foi definidamente positiva. Sôbre a sua sensibilidade
na lepra, nada puderam afirmar, dado o pequeno número de soros de lepra
examinados (8).

Acanfora (1939) examinou o sôro de 23 doentes de lepra mista, tendo 22
apresentado resultado positivo e 1 negativo. A reação de Rubino foi negativa em 79
pacientes de contrôle, assim classificados: 34 casos de malaria, 14 de tuberculose
pulmonar, 10 de amebíase intestinal, 2 de leishmaniose visceral, 2 de botão do
Oriente, 2 de cirrose hepática, 15 de sífilis (12 de paralisia geral progressiva).

Souza Lima (1940), em estudo sôbre os aspectos bioquímicos e sorológicos da
lepra tuberculóide, obteve resultado positivo em 22 pacientes (19,6%) num grupo
de 112 casos. Êste foi o primeiro trabalho em que foram realizadas pesquisas em
doentes de lepra tuberculóide já definida como forma clínica.

Depois de 1940 raras são as publicações sôbre a reação de Rubino. Juarez
(1942), em revisão bibliográfica, refere-se a reação de Rubino. Rotberg e BeebeIli
(1944) fazem breve revisão bibliográfica.

Horta (1944) analisando os resultados de alguns Autores, aponta a falta de
sensibilidade da reação, considerando-a, porém, de valia por sua especificidade.

Bechelli e Rotberg (1951), apreciando as características da reação, ressaltam
seu grande interêsse teórico e prático, dada a sua especificidade.
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Schaller e Serie (1958) estudaram a ação terapêutica da penicilina oxi-procaína
a lepra, controlando os resultados pelas alterações clínicas e métodos

aboratoriais, incluindo nestes a reação de Rubino. Em 11 casos de lepra
epromatosa, verificaram redução sorológica em 5, inalteração em 2 e resultado
empre negativo em 4. Em 1 caso de lepra tuberculóide (não especificam se tórpida
u reacional) a reação de Rubino foi positiva. Na publicação não há informe sôbre o
ntervalo de tempo entre as provas sorológicas nem sôbre a técnica seguida.

Azevedo e Ferri (1959) estudando o anticorpo responsável pela reação de
ubino, verificaram pelo método eletroforético a sua associação à fracção gama
lobulina.

A revisão bibliográfica mostra que o fenômeno da aglutino-sedimentação das
emácias formoladas de carneiro e a reação sorológica nele baseada são exclusivos
o giro leproso e devidos à presença neste de uma substância ativa específica.
odavia, a presença desta substância especifica não é constante no sôro leproso
onforme o demonstram as pesquisas de diferentes Autores nas quais a freqüência
e positividade da reação de Rubino variou de 22,2 a 98%. Tais discrepâncias
odem ser explicadas não só pelo uso de técnicas diferentes como também pela
iversidade de composição dos grupos de doentes examinados no que respeita as
ormas clínicas e fases evolutivas da moléstia. Dêsse modo, a rigor os resultados
ão são comparáveis. Não obstante, há concordância quanto à maior freqüência
e positividade nas formas clínicas designa-das como tuberosa e mista,

dentificáveis à forma lepromatosa da nomenclatura atualmente em vigor. Por
utro lado, menor freqüência de positividade foi assinalada pela totalidade dos
utores nas formas antes designadas máculo-anestésica e nervosa, nas quais se
ncluíam os casos hodiernamente classificados como tuberculóides,
ndeterminados e alguns lepromatosos da variedade macular ou difusa.
ositividade da reação de Rubino em soros de indivíduos reconhecidamente não

eprosos não foi verificada pela quase totalidade dos autores e os que, ao contrario,
consideraram inespecífica, parecem ter fundamentado êsse julgamento em

ritério inexato, quando o estudo da reação se achava ainda nos primórdios.
dmitida a especificidade, a inconstância de positividade da reação de Rubino no
iro leproso foi atribuída unanimemente à falta de sensibilidade por imperfeição
écnica. Pouco sensível, considerada sem valor diagnóstico, perdeu seu interêsse a
ulgar pela escassez de publicações pertinentes a partir de 1940. Não obstante, a
specificidade bem demonstrada assegura indiscutível interêsse à reação de
ubino, cuja significação merece pesquisar-se à luz dos atuais conhecimentos da
eprologia.

MATERIAL E MÉTODOS DE ESTUDO

Procedemos ao exame sorológico de 231 doentes de lepra, matriculados em
ispensário ou internados em sanatório do Departamento de Profilaxia da Lepra,
o Estado de São Paulo.

ritério de classificação de lepra

A observação de cada doente estende-se do exame inicial, por ocasião do
ichamento, à época do exame sorológico, compreendendo os fatos relativos à
volução clínica, os resultados dos exames baciloscópicos, histológicos e
munológicos, de modo a caracterizar a forma clínica e a condição evolutiva
quando incompleta, a observação é assinalada no protocolo com os dizeres
observação fragmentária"). Seguimos, na medida do possível, a classificação oficial
ecomendada pelo VI Congresso Internacional de Leprologia (Madrid, 1953),
antida pelo VII Congresso Internacional de Leprologia (Tóquio, 1958),

struturada, em grande parte, na Classificação Sul-Americana aprovada no

CONTRIBUIÇÃO PARA O ESTUDO DA REAÇÃO DE RUBINO 193



V
t
t
I

a
o
(
i
r
p
p

c
o
n
e
N
c

t
s
t
p
h

p
l
m
d

m
p
e
n

c
c
f
p
n
n
h

p
e
d
r
p
m
b
i
s

Congresso Internacional de Leprologia (Havana, 1948). Dêsse modo, no presente
rabalho, quanto à forma clínica de lepra, os doentes estão distribuídos em dois
ipos polares, Lepromatoso e Tuberculóide e em dois grupos de casos,
ndeterminado e Dimorfo.

No grupo Indeterminado, estão incluídos os pacientes portadores de manchas
crômicas, hipocrômicas, eritematosas ou eritêmato-hipocrômicas, acompanhadas
u não de fenômenos nervosos que, entrentanto, podem existir isoladamente
"variedade nervosa pura"). A estrutura histológica apresenta infiltração
nflamatória crônica inespecífica com ou sem bacilos; êstes, quando presentes, são
aros. 0 exame baciloscópico do muco e da lesão é negativo no primeiro, e quando
ositivo na última, apresenta poucos bacilos. A intradermo-reação de Mitsuda é
ositiva ou negativa.

São considerados doentes de Lepra Tubercudoide os que apresentam lesões
utâneas eritematosas, eritêmato-hipocrômicas, liquenóides, de nítida delimitação
u marginadas, acompanhadas ou não de lesão nervosa. A baciloscopia do muco
asal e da lesão é negativa. A intradermo-reação de Mitsuda é positiva,
xcepcionalmente negativa. A estrutura histológica é tuberculóide em lesões ativas.
os nossos casos em regressão ou involuídos, encontrou-se estrutura inflamatória
rônica inespecífica.

Lepra tuberculóide reacional — Classificam-se como doentes de lepra
uberculóide reacional, os que apresentam lesões infiltradas de aparência ativa e
uculenta, sem regressão central, e originadas bruscamente em lesões
uberculóides maiores ou em lesões de menor grau ou em lugares não
réviamente afetados. Em alguns casos podem aparecer nódulos de origem
ematógena mais ou menos numerosos e amplamente disseminados.

As lesões dos troncos nervosos periféricos podem-se acentuar chegando a
roduzir necrose e até formação de abcesso. Bacteriológicamente, enquanto as

esões cutâneas são positivas (algumas vêzes de modo intenso), via de regra o
uco nasal permanece negativo. Durante a reação, a resposta à lepromina pode
ecrescer de intensidade.

Classificam-se como doentes de Lepra Lepromatosa os que apresentam
anchas eritematosas, eritema e infiltração difusa, manchas ou placas eritêmato-
igmentares, tubérculos ou nódulos, acompanhados ou não de lesão nervosa. O
xame baciloscópico de muco e lesão é positivo. A intradermo-reação de Mitsuda é
egativa. A estrutura histológica é lepromatosa.

No grupo Dimorfo ("borderline") estão incluídos doentes cujas manifes-tações
utâneas se caracterizam por máculo-pápulas, placas, tubérculos ou nódulos, de
oloração violácea, às vêzes de tonalidade pardacenta, infiltradas, difusas, não
iguradas, evolvendo, em geral, por surtos. O exame baciloscópico é quase sempre
ositivo na lesão e pode sê-lo no muco nasal. A infradermo-reação de Mitsuda é
egativa em grande número de casos. Neste grupo, a estrutura histológica é de
otável diversidade, dada a instabilidade do mesmo, podendo-se encontrar quadro
istológico tuberculóide reacional ou lepromatoso.

Condição evolutiva — No presente trabalho a condição evolutiva é ex-pressa
elo conjunto de fatos verificados nos exames clínicos, pelos resultados dos
xames baciloscópicos, histológicos e imunológicos, realizados num certo período
e tempo arbitrário e variável, segundo a forma de lepra, contado
etrospectivamente da data do exame sorológico, objeto do presente estudo. Assim
rocedendo, evitamos uma apreciação unilateral, parcial ou incompleta do estado
órbido do paciente, como seria a baseada no exame clínico ou histológico e
aciloscópico, sujeitos a limitações de ordem objetiva e subjetiva. Sem eliminá-las

nteiramente, o critério aqui proposto permite obter impressão menos precária da
ituação patológica.
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No grupo Indeterminado — Moléstia em evolução: aumento do número ou
e dimensão das lesões ou quisição de atividade inflamatória. Moléstia em
egressão: lesões com características atenuadas ou desaparecidas, tendo-se no
ltimo caso verificado pelo menos um exame baciloscópico positivo em 10
uadrimensais ou presença de bacilo na estrutura histológica, no prazo
etrospectivo de 3 anos. Moléstia involuída: branqueamento das lesões, com ou
em seqüelas, 10 exames baciloscópicos quadrimensais negativos, exame
istológico sem bacilos em 3 anos contados retrospectivamente do exame
orológico.

No Tipo Tuberculóide — Critério modificado em relação ao aplicado ao
rupo Indeterminado no que diz respeito a. estrutura histológica, sempre
onsiderada a tuberculóide nos casos em evolução.

No tipo Lepromatoso — Moléstia em evolução: aumento de número de
esões ou intensificação das mesmas. Moléstia em regressão: desaparecimento
arcial ou total com ou sem seqüelas, das lesões cutâneas; quando total,
endo-se verificado exame baciloscópico positivo pelo menos de 1 a 50
uadrimensais ou exame histológico revelando estrutura lepromatosa ou
nespecífica com bacilos, num período retrospectivo de 15 anos. Moléstia
nvoluída: branqueamento, com ou sem seqüelas, 50 exames baciloscópicos
rimensais negativos e exame histológico com estrutura não lepromatosa e sem
acilos, em igual período de tempo.

No Grupo Dimorfo — Moléstia em evolução: aumento do número ou da
imensão das lesões ou surtos evolutivos. Moléstia em regressão: lesões de
aracterísticas parcialmente atenuadas ou desaparecidas, tendo-se verificado
o último caso, pelo menos um exame baciloscópico positivo em 30 exames
rimensais ou exame histológico revelando estrutura tuberculóide reacional,
epromatosa, ou incaracterística com bacilos, em 10 anos retrospectivos do
xame sorológico. Moléstia involuída: branqueamento ou seqüelas de lesões,
0 exames baciloscópicos trimensais negativos e exame histológico revelando
strutura inespecífica sem bacilos, observados em 10 anos retrospectivamente.

Composição dos grupos examinados

Grupo Indeterminado — Foram examinados os soros de 36 doentes de lepra
o grupo Indeterminado (obs. de n.os 1 a 36). Entre êles havia: 31 brancos, 3
ardos e 2 pretos; 35 brasileiros e 1 português; 12 mulheres e 24 homens.
ela idade, a distribuição foi a seguinte: de 11 a 20 anos — 4 doentes; de 21 a
0 — 17 doentes; de 31 a 40 — 7 doentes; de 41 a 50 — 2 doentes; de 51 a 60

4 doentes; de 61 a 70 — 2 doentes. O tempo de moléstia (declarado pelo
oente) foi: de 1 ano em 4 casos; de 2-3 anos em 5; de 4-5 anos em 6; de 6 a
0 anos em 8; de 11-15 anos em 8; de 16-20 anos em 3; de 20-30 anos em 1;
ão pôde informar 1 paciente.

O exame baciloscópico do muco e da lesão cutânea, feito na época da prova
orológica, foi negativo em 36 pacientes. A intradermo-reação de Mitsuda foi
ositiva em 19, duvidosa em 1 e negativa em 16. Dos que reagiram
ositivamente: 1 teve reação positiva +++, 2 tiveram reação positiva ++ e 11
eação positiva +.

O exame histológico, na ocasião em que foi feita a reação de Rubino, foi
ealizado em 35 doentes, deixando de ser feito em 1 paciente. A estru-tura
istológica encontrada foi sempre de caráter inflamatório crônico inespecífico,
om presença de raros bacilos em 5 casos e ausência de bacilos em 30.

Cinco pacientes não receberam tratamento sulfônico; 3 haviam sido
ratados com dose total variando entre 1 e 100 g; 14 com dose total de 101 a
00 g; 12 com dose total entre 501 a 1000 g e 2 com dose total de 1001 a
000g.
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A moléstia encontrava-se em evolução em 12 casos, em regressão em 7 e
nvoluída em 17 doentes.

Tipo Tuberculóide — Lepra tuberculóide tórpida — Foram submetidos à reação
e Rubino soros de 48 doentes de lepra tuberculóide tórpida (obs. de n.os 37 a 84):
9 doentes eram brancos, 12 pardos, 5 pretos e 2 amarelos; 37 eram brasileiros, 4

talianos, 2 japoneses, 2 poloneses, 1 português, 1 lituano e 1 russo.

Os pacientes distribuíam-se pelos seguintes grupos etários: de 11 a 20 anos —
; de 21 a 30 anos — 13; de 31 a 40 anos — 9; de 41 a 50 anos — 10; de 51 a 60
nos — 6; de 61 a 70 anos — 6 e com mais de 70 anos — 1. Eram do sexo
eminino 24 e do masculino 24.

Pelo tempo de moléstia, os pacientes distribuíam-se da seguinte maneira: com
enos de 1 ano — 7; de 2 a 3 anos — 6; de 4 a 5 anos — 9; de 6 a 10 anos — 16;
e 11 a 15 anos — 9; de 16 a 20 anos — 1.

O exame baciloscópico foi negativo no muco e na lesão dos 48 pacientes.

A intradermo-reação de Mitsuda foi feita em 47 pacientes, tendo apre-sentado
seguinte resultado: positiva em 46; negativa em 1. Entre os positivos, verificou-se
seguinte intensidade de reação: positiva +++, 14 casos; positiva ++, 19 e positiva
em 13.

O exame histológico revelou estrutura tuberculóide sem bacilos em 11
acientes; infiltração inflamatória com tendência à formação de estruturas
odulares com raros bacilos em 3; essa mesma estrutura sem bacilos, em 2 e

nfiltração inflamatória crônica inespecífica sem bacilos, em 32.

Doze doentes não haviam feito tratamento sulfônico. Dos 36 submetidos a
ratamento, 3 receberam dose total variando de 1 a 100 g; 22 de 101 a 500 g; 11
e 501 a 1000 g.

A moléstia estava em evolução em 12 pacientes, em regressão em 16 e
nvoluída em 20.

Lepra tuberculóide reacional — Foram examinados sorológicamente 7 doentes
e lepra tuberculóide reacional (obs. n.os 85 a 91). Três pacientes eram do sexo
asculino e 4 do feminino. Seis brancos e 1 prêto. Seis brasileiros e 1 italiano. As

uas idades: 36 (2), 54, 57, 59 e 65 anos (2). Tempo de doença (declarado pelo
aciente): 1, 3, 4, 9, 10, 11 e 17 anos.

O exame baciloscópico do muco e da lesão, na ocasião do exame sorológico, foi
egativo em todos. A intradermo-reação de Mitsuda foi positiva em todos, tendo
ido de + + + em 1; + + em 3 e + em 3.

O exame histológico mostrou estrutura tuberculóide reacional sem bacilos em
doentes e infiltração inflamatória crônica inespecífica em 5.

Em exames baciloscópicos anteriores, observou-se positividade no muco de 2
oentes e apenas em um único exame. Na lesão cutânea, entretanto, os exames
aciloscópicos anteriores foram positivos em 5 pacientes e negativos em 2, um dos
uais com observação breve, tendo sido feitos apenas 2 exames baciloscópicos.

Nos 5 pacientes cujo exame histológico, na ocasião do presente estudo,
presentou infiltração inflamatória crônica inespecífica, os exames anteriores
evelaram quadro tuberculóide reacional com bacilos em 2 e sem bacilos em 1 e
endência à formação de estruturas nodulares com bacilos, em 1.

Quatro pacientes apresentavam a moléstia em regressão e os outros, 3,
nvoluída. Os primeiros haviam recebido tratamento sulfônico na dose total
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espectivamente de 18,0 g, 184,8 g, 270,1 g e 1901,4 g, enquanto nos
ltimos o tratamento sulfônico fôra de 326,9 g, 656,0 g e 865,5 g.

ipo Lepromatoso

Foram examinados soros de 133 doentes de lepra lepromatosa (obs. n.os

2-224). Dêsses pacientes, 113 eram brancos; 14 pardos; 5 prêtos e 1
marelo. Quanto à nacionalidade, o grupo assim se distribuía: 121
rasileiros; 8 italianos; 2 portuguêses; 1 argentino; 1 espanhol. Eram do sexo
eminino 25 e do masculino, 108.

A distribuição etária foi a seguinte: de 11 a 20 anos — 4 pacientes; de 21
30 — 27 pacientes; de 31 a 40 — 43 pacientes; de 41 a 50 — 33 pa-

ientes; de 51 a 60 — 14 pacientes; de 61 a 70 — 8 pacientes e com mais de
0 anos — 4 pacientes.

Segundo o tempo de moléstia (declarado pelo paciente), a distribuição foi
seguinte: com menos de 1 ano — 8; de 2 a 3 anos — 7; de 4 a 5 anos — 10;
e 6 a 10 anos — 37; de 11 a 15 anos — 33; de 16 a 20 anos — 16; de 21 a
0 anos — 17; com mais de 30 anos —5.

Pelas características dermatológicas, o grupo subdividia-se em 19
acientes em quem a moléstia se exteriorizara por lesões do tipo maculoso
u eritematoso e infiltrativo difuso; 25 em quem à lesão asses tipos se
crescentara componente pigmentar — manchas ou infiltrações eritêmato-
igmentares — e 87 pacientes em quem, associada ou não a êsses tipos de

esão, ocorrera a formação de lepromas tuberosos.

Em 2 pacientes, não foi possível definir a variedade.

Do primeiro grupo, 8 pacientes apresentavam a moléstia em evolução, 9
m regressão e 2 involuída; do segundo grupo, em 6 doentes a moléstia
stava em evolução, em 19 em regressão e em nenhum, involuída; no
erceiro grupo, a moléstia estava em evolução em 20 pacientes, em regressão
m 64 e involuída em 3.

O exame baciloscópico, na ocasião do exame sorológico, apresentou os
eguintes resultados: positivo no muco e na lesão em 4 pacientes; positivo no
uco e negativo na lesão em 1; negativo no muco e positivo na lesão em 25;
egativo no muco e na lesão em 103. Entretanto, 21 dos 25 pacientes que
cusaram exame baciloscópico negativo no muco e positivo na lesão tiveram-
o, em exames anteriormente realizados, positivo em ambos, assim como 82
os 103, cujo exame baciloscópico, na ocasião da prova sorológica, foi
egativo no muco e na lesão.

O exame histológico foi feito em 126 doentes simultâneamente ao exame
orológico. Revelou estrutura lepromatosa com bacilos em 77 e lepromatosa
em bacilos em 7. Em 9 casos foi encontrada infiltração inflamatória crônica
nespecífica com bacilos e essa mesma estrutura inabitada em 32. Em 1
aso, não havia alteração inflamatória. Cabe assinalar que dos 41 pacientes
ujo exame histológico na ocasião da prova sorológica acusara estrutura
nflamatória inespecífica, 35 apresentaram em exames histológicos
nteriores estrutura lepromatosa com bacilos e 1 mostrou essa estrutura
em bacilos. Apresentaram sempre estrutura inflamatória inespecífica 5
oentes, apenas 2 apre-sentaram sempre quadro histológico inespecífico sem
acilos.

A intradermo-reação de Mitsuda foi feita em 125 pacientes, tendo sido
egativa; todavia em 2 casos (obs. n.os 94 e 102) a leitura macroscópica
evelou pápula eritematosa infiltrada, bem delimitada e com cêrca de 6 mili-
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etros de diâmetro no 30.º dia, cujo exame histológico, entretanto, não mostrou
strutura tuberculóide típica. Tratava-se de 2 pacientes com involução completa
as lesões e cessação de atividade baciloscópica verificadas em sucessivos exames,
m período de observação superior a 15 anos.

Quanto ao tratamento sulfônico, haviam sido medicados com dose total
ompreendida entre 1 a 100 g, 20 pacientes; de 101 a 500 g, 31; de 501 a 1000 g,
5; de 1001 a 2000 g, 32; de 2001 a 3000 g. 17 e de 3001 a 5.900 g. 12. Não
emos informação do tratamento de 3 doentes; não fizeram tratamento 3
acientes.

rupo Dimorfo

A reação de Rubino foi feita em 7 doentes do grupo Dimorfo (obs. de n.os 225 a
31).

Pelas características clínicas e o resultado dos exames baciloscópicos e
munológicos, a moléstia havia sido considerada como lepra tuberculóide
eacional, e mesmo o achado histológico lepromatoso em alguns casos não
nvalidaria êsse diagnóstico, dada a possibilidade de fenômenos transicionais
correrem nessa variedade. Todos eram de côr branca, 6 brasileiros e 1 italiano. A
istribuição etária era a seguinte: de 11 a 20 anos — 1; de 31 a 40 anos — 3; de
1 a 50 anos — 1; de 51 a 60 anos — 1; de 61 a 70 anos — 1. Quanto ao sexo:
eminino 4 e masculino 3. Quanto ao tempo de doença, 1 apresentava a moléstia
avia 1 ano; 1, entre 4 e 5 anos; 3, entre 6 e 10 anos; 1, entre 11 e 15 anos e 1, 21
nos.

O exame baciloscópico no muco, na ocasião do exame sorológico, foi negativo
m todos; da lesão cutânea, foi positivo em 2 e negativo em 5. Em baciloscopias
nteriores, os 7 pacientes apresentaram positivamente na lesão e dêles 2 tiveram
ambém exame positivo no muco nasal. A intradermo-reação de Mitsuda foi
egativa nos 7 doentes.

O exame histológico, feito na ocasião da prova sorológica, apresentou estrutura
uberculóide reacional com bacilos em 2 casos e em 5 o quadro histológico era o de
nfiltração inflamatória crônica inespecífica sem bacilos. Entretanto, exames
istológicos anteriores revelaram nesses 5 casos achados diferentes e por vêzes
ontraditórios. Em 1 paciente (obs. n.° 228) o exame histológico inicial revelou
strutura tuberculóide reacional com bacilos e foi seguido, em épocas diferentes,
e exames histológicos com inflamação crônica inespecífica sem bacilos. Em 1
oente (obs. n.º 227), o quadro histológico inicial era duvidoso entre lepra
uberculóide reacional e lepra lepromatosa, seguido de outros exames acusando
nflamação inespecífica, inicialmente com bacilos e depois sem bacilos.

Um paciente (obs. n.° 226) apresentou inicialmente o quadro histológico de
epra lepromatosa com bacilos e, depois, o de lepra tuberculóide reacional sem
acilos, êste, porém, intercalado entre exames histológicos apresentando

nflamação crônica inespecífica inicialmente com raros bacilos e depois sem
acilos. Em 3 pacientes (obs. n.00 225, 228 e 231) o quadro histológico inicial foi
e lepra lepromatosa com bacilos, seguido por exames histológicos revelando

nflamação inespecífica.

A discrepância de aspecto histológico observado não só entre os diversos
oentes, mas também no mesmo doente, na mesma época ou em épocas
iferentes, está a evidenciar, do ponto de vista histológico, a heterogeneidade ou

nstabilidade do grupo Dimorfo, verificada clinicamente pela sua variada tendência
volutiva, podendo regredir, passar à lepra lepromatosa ou manter as
aracterísticas iniciais.

Os 7 doentes haviam sido submetidos a tratamento sulfônico: 1 em dose total
e 100,4 g; 1, de 144,0 g; 1 de 729,8 g; 1 de 865,5 g e 3 de cêrca de 1.500,0 g.
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A moléstia apresentava-se em evolução em 3 dos pacientes e em regressão, em
.

Testemunhos — Foram examinados soros de 40 indivíuos não doentes de
epra, afetados de moléstias diversas: 12 de tuberculose pulmonar ativa, 10 de
ífilis, 6 de leishmaniose tegumentar americana e 12 de blastomicose sul-
mericana.

TÉCNICAS ADOTADAS

eação de Rubino

A reação de Rubino foi executada segundo a modificação apresentada pelo seu
utor em 1931. Optamos por essa técnica, preferindo-a à de Marchoux e Caro
1928), apesar de menor simplicidade e sensibilidade, por ser considerada mais
specífica e, principalmente, por permitir apreciação mais ampla da reatividade
orológica. Dado o emprêgo de quantidades fracionadas de sôro, tornam-se mais
videntes as diferenças de reatividade entre os diversos soros, evitando a limitação
ecorrente do uso de dose única, o que sucede na técnica de Marchoux e Caro.
demais, a técnica de Rubino oferece a vantagem de permitir surpreender

enômenos de zona que, embora com pouca freqüência, podem ocorrer,
ascarando o estado reativo do sôro.

As reações sorológicas foram realizadas nos laboratórios da Secção de Sorologia
o Instituto Adolfo Lutz.

ôro

O sôro era obtido de sangue colhido da maneira habitual para a reali-zação de
xames sorológicos. Foram usados sempre soros com tempo de colheita não
uperior a 4 dias, mantidos em contato com o coágulo até o dia da prova, em
emperatura de 0 a 3°C, com exceção dos soros examinados em 1956, recebidos já
eparados do coágulo. Após separação, o soro era centrifugado a 1500 r.p.m. 15
inutos e inativado em banho-maria a 56°C, 30 minutos.

reparo das suspensões globulares

Foi usada mescla de sangue de dois carneiros do Biotério do Instituto Adolfo
utz. Os carneiros doadores de glóbulos usados em 1956 eram outros, já
fastados.

O sangue desfibrinado era lavado quatro vêzes em solução fisiológica a 1500
.p.m., 15 minutos. Após a lavagem, era preparada a suspensão dos glóbulos em
olução fisiológica numa concentração globular, verificada pela contagem, de
proximadamente 3.500.000 glóbulos por mm3. A fixação dos glóbulos era feita
ediante adição gradual de formol do comércio (aldeído fórmico a 40%) na
roporção de 10% imprimindo-se rotação continua ao frasco recipiente, seguida de
epetidas agitações após o termino da formolação. A suspensão assim preparada
ra conservada em temperatura ambiente e usada entre 24 horas e 4 dias após o
reparo. No dia do uso, era lavada 4 vêzes em solução fisiológica, a 1500 r.p.m. 15
inutos cada. A reação era realizada em tubos de 7 x 13 mm de diâmetro com a
ontagem adiante discriminada, observada a distribuição dos reagentes segundo
ordem de enumeração.
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Após mistura, os tubos eram agitados para ressuspender os glóbulos e
postos em estufa a 37°C, 1 hora.

A leitura da reação era feita em três etapas: aos 15, aos 30 e aos 60
minutos. O observado em cada tubo era expresso do seguinte modo : (—)
nenhuma alteração do aspecto inicial da mistura; (+) sedimentação parcial,
com formação de pequeno depósito de glóbulos, mostrando-se o liquido
sobrenadante bastante turvo; (++) sedimentação parcial com nítido depósito de
glóbulos e ligeira opalescência do sobrenadante; (+++) sedimentação intensa e
depósito globular com sobrenadante límpido e clarificado.

O resultado final da reação era expresso de acôrdo com o critério se-
guinte, proposto por Bier e Arnold (1935).

Leitura da Reação de Rubino

Exame baciloscópico

Na presente pesquisa, o exame baciloscópico foi feito pelo método Gabbet
segundo rotina adotada no Departamento de Profilaxia da Lepra do Estado de
São Paulo. O muco nasal era colhido por fricção da mucosa nasal, com
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echa de algodão em estilete e o material de lesão, por escarificação com
acinostilo.

xame histológico

A coloração dos cortes foi feita pela hematoxilina-eosina, usando-se para
esquisa de bacilos álcool-ácido resistentes, o método de Ziehl-Nielsen
odificado por Faraco, segundo a rotina do Instituto Conde de Lara.

ntradermo-reação de Mitsuda

Foi empregada lepromina integral de Mitsuda Hayashi, preparada no
nstituto Conde de Lara, em injeção intradérmica de 0,1 cm3. A leitura era
eita entre 25 a 30 dias após injeção e os resultados eram expressos segundo

critério recomendado pela II Conferência Pan-Amerioana de Lepra (Rio de
aneiro, 1946): negativo (—) ausência do elemento visível ou palpável;
uvidoso (+), elemento perceptível sem os caracteres de positividade adiante
escritos; positivo (+) elemento saliente, infiltrado, de côr variando do róseo
o violáceo, progressivo e persistente, de 3 a 5 mm de diâmetro; positivo (++)
s mesmas características, diâmetro maior de 5 mm, e positivo (+++) quando
á ulcerações.

MÉTODOS ESTATÍSTICOS

eneralidades

Nesta investigação foi estudada a eventual dependência entre a reação de
ubino e os seguintes atributos : a) formas de lepra; b) sexo; c) grupos
tários; d) grupos raciais; e) tempo de moléstia; f) variedades clínicas da lepra
epromatosa; g) condição evolutiva nas variedades clínicas da lepra
epromatosa; h) eritema nodoso leprótico; i) exame histológico; j) exame
aciloscópico; I) tratamento sulfônico; m) situação clínica do paciente

dispensário ou sanatório); n) — reação de Mitsuda.

nálise

No estudo das dependências, tratando-se sempre de atributos
ualificativos, foram executados testes de homogeneidade.

Nos casos de tabelas 2 X 2, com freqüências pequenas, foi aplicado o
este exato de Fisher (1946). Nos demais casos, foi realizado o teste de x2 de
côrdo com Fisher.

No estudo de cada associação são apresentados entre parênteses os
alores de X2, o número de graus de liberdade (n) e a probabilidade do teste
xecutado (P).

presentação

São apresentadas apenas as tabelas que forneceram resultados
ignificantes. Em tôdas as tabelas o primeiro dado corresponde à freqüência
bsoluta (f); o segundo, à freqüência relativa (p) sôbre o total da tabela; o
erceiro, à freqüência relativa sôbre o total de cada fileira e o quarto, à
reqüência relativa sôbre o total de cada coluna. As freqüências relativas são
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acompanhadas sempre (entre parênteses) do intervalo de confiança ao
nível de 95% (I). Esses intervalos de confiança foram calculados pelas
tabelas de Hald (1952).

A computação estatística foi realizada na Disciplina "Princípias e
Métodos de Investigação Científica (Estatística)", da 1.ª Clínica Médica
(Prof. A. B. Ulhôa Cintra) da Faculdade de Medicina da Universidade de
São Paulo.

RESULTADOS

Os resultados do estudo das associações entre reação de Rubino e os
atributos já anunciados no Capitulo II (Material e Métodos) serão
expostos em dois grupos: um compreendendo as associações que a
análise estatística revelou não significantes e outro, as associações que se
mostraram significantes.

I — Associações não significantes

1) Reação de Rubino x sexo, na lepra do tipo Lepromatoso e do grupo
Dimorfo (P ~ 0,20).

2) Reação de Rubino x sexo, na lepra do tipo Leprobatoso (P > 0,05).

3) Reação de Rubino x idade na lepra do tipo Lepromatoso e do grupo
Dimorfo (x2 = 4,8720; n = 5; P ~ 0,50).

4) Reação de Rubino x idade, na lepra do tipo Lepromatoso (x2 =
5,0673; n = 5; P ~ 0,40).

5) Reação de Rubino x grupos raciais, na lepra do tipo Lepromatoso e
do grupo Dimorfo (x2 = 2,4500; n = 5; P ~ 0,30).

6) Reação de Rubino x grupos raciais, na lepra do tipo Lepromatoso
(x2 = 4,1796; n = 2; P ~ 0,10).

7) Reação de Rubino x tempo de moléstia, na lepra do tipo
Lepromatoso e no grupo Dimorfo (x2 = 3,3180; n = 5; P ~ 0,70).

8) Reação de Rubino x tempo de moléstia, na lepra do tipo
Lepromatoso (x2 = 3,2053; n = 5; P ~ 0,70).

9) Reação de Rubino x condição evolutiva na lepra Lepromatosa v.
tuberosa (x2 = 0,616; n = 2; P ~ 0,95).

10) Reação de Rubino x condição evolutiva na lepra Lepromatosa v.
eritê-mato-pigmentar (P > 0,30).

11) Reação de Rubino x condição evolutiva na lepra Lepromatosa v.
macular e eritérnato-infiltrativa difusa (P _= 0,06). Essa
associação, embora não tenha atingido o nível crítico de
significância, dêle se aproxima, o que sugere a necessidade de
estudo ulterior em maior número de casos.

12) Reação de Rubino x Eritema nodoso leprótico (P >. 0,05).

13) Reação de Rubino x exame baciloscópico atual (x2 = 1,9684; n = 3;
P ~ 0,60).
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14) Reação de Rubino x exame histológico atual (x2 = 3,4816; n = 3; P
~ 0,30).

15) Reação de Rubino x tratamento sulfônico, no grupo Dimorfo (P >
0,50).

I — Associações significantes

a) Reação de Rubino x forma de lepra (tab. 1).

Encontrou-se associação altamente significante entre reação de
ubino e formas de lepra. A associação é entre reação de Rubino negativa
lepra do grupo Indeterminado e do tipo Tuberculóide e entre reação de
ubino positiva e lepra do tipo Lepromatoso e do grupo Dimorfo (x2 =
1,8202; n = 3; P < 0,001).

O fator responsável pela reação de Rubino é, por conseguinte, uma ca-
acterística imunológica dos estados de menor resistência ao germe,
ondicionadores da lepra do tipo Lepromatoso e do grupo Dimorfo.

TABELA I – DISTRIBUIÇÃO DE FREQÜÊNCIA DOS RESULTADOS DA
REACÇÃO DE RUBINO NAS FORMAS DE LEPRA

b) Reação de Rubino x variedade clínica do tipo Lepromatoso (tab. 2).

Na tabela 2 vêm expostos os dados correspondentes ao estudo dessa
ssociação, pelos quais se verifica associação significante entre reação de
ubino e grau de lepromatização, expresso pelo elemento dermatológico.

A associação encontrada é positiva entre reação de Rubino positiva e
resença de lesões do tipo tuberoso e negativa entre reação de Rubino e

esões de tipo macular e eritémato-infiltrativo difuso, sendo igual a
reqüência frente a lesões de tipo eritêmato-pigmentar (x2 = 17,3837; n =
; P < 0,001).
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TABELA II - ASSOCIAÇÃO ENTRE REAÇÃO DE RUBINO E VARIEDADE
CLÍNICA DE LEPRA LEPROMATOSA

Essa verificação confirma a observação clássica dos autores quanto à
maior freqüência de positividade da reação de Rubino nas formas de
lepra designadas, nas antigas classificações, tuberosa e mista.

c) Reação de Rubino x tratamento sulfônico, na lepra Lepromatosa
(tab. 3).

Encontrou-se associação entre reação de Rubino positiva e os grupos
de doentes tratados com dose total de 1 a 500 g, de 2001 a 5900 g e entre
reação de Rubino negativa e o grupo tratado com dose total de 1001 a
2000 g (x2 = 20,4216; n = 5; P < 0,01).

Verifica-se assim maior atividade sorológica nos grupos que receberam
as doses mais e menos elevadas. Esse fato, aparentemente contraditório,
tem sua explicação no maior acúmulo de doentes tuberosos nos grupos
que receberam tratamento em doses mais elevadas.
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TABELA III - ASSOCIAÇÃO ENTRE REAÇÃO DE RUBINO E TRATAMENTO
SULFÔNICO, NA LEPRA LEPROMATOSA
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TABELA IV - ASSOCIAÇÃO ENTRE REAÇÃO DE RUBINO E SITUAÇÃO CLÍNICA

d) Reação de Rubino x situação clínica (tab. 4).

A associação entre reação de Rubino e situação clínica do paciente
(doentes tratados em sanatório ou dispensário) mostrou-se significante
(x2 = 14,7231; n = 2; P < 0,001). A associação encontrada é entre reação
de Rubino positiva e doentes internados em sanatório e reação de Rubino
negativa e pacientes de dispensário não egressos. Entre os pacientes de
dispensário egressos, isto é, transferidos de sanatório para dispensário
por melhora da sua condição clínica, verificou-se igual freqüência. Êste
fato está a indicar de um lado a presença de positividade da reação de
Rubino nos casos de maior malignidade (vide tab. 2) e de outro, a ação
modificadora do tratamento sulfônico (vide tab. 3).

e) Reação de Rubino x reação de Mitsuda (tab. 5).

Os dados correspondentes ao estudo da associação entre reação de
Rubino e reação de Mitsuda, no conjunto de casos das várias formas de
lepra, vêm expostos na tabela 5.

A associação mostrou-se altamente significante (P < 0,001), sendo
encontrada associação entre reação de Rubino positiva e reação de
Mitsuda negativa e reação de Rubino negativa e reação de Mitsuda
positiva.
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TABELA V - ASSOCIAÇÃO ENTRE REAÇÃO DE RUBINO E REAÇÃO DE
MITSUDA. NO CONJUNTO DE CASOS DOS VÁRIOS TIPOS E GRUPOS DE

LEPRA

Fica, assim, expressa a oposição entre os fatôres responsáveis por
sses dois fenômenos imunológicos, uma vez que a presença do fator
esponsável pela reação de Mitsuda é índice de elevada resistência
rgânica ao bacilo de Hansen, enquanto a do responsável pela reação de
ubino indica resistência menor ou ausente.

Testemunhos — A reação de Rubino foi negativa nos soros dos 40 tes-
emunhos, dos quais 12 doentes de tuberculose pulmonar ativa, 12 de
lasto-micose sul-americana, 6 de leishmaniose tegumentar americana,
0 de sífilis.

lguns aspectos imunológicos da lepra do tipo Lepromatoso
e do grupo Dimorfo

O fator imunológico responsável pelo fenômeno de Rubino é uma
aracterística dos estados de menor resistência A infecção leprosa.
emonstra-o a sua ausência nos doentes de lepra do tipo Tuberculóide,

órpida e reacional, e do grupo Indeterminado e sua presença nos
acientes de lepra do tipo Lepromatoso e do grupo Dimorfo. Não
bstante, a inconstância da reação de Rubino verificada em doentes da
esma variedade ou subtipo e da mesma condição evolutiva, traz à

onsideração a hipótese de sua dependência de um fator individual
ondicionador. Até que ponto esta é veraz não o permite verificar o
aterial de estudo aqui apresentado, desde que a reação negativa em
eterminada época não exclui positividade anterior ou futura, como
corre em certas infecções em que se verificam período pré-sorológico e
egativação sorológica no curso evolutivo. A êsse propósito, procurando
studar possíveis variações de reatividade no sôro de doentes de lepra
ubino-positivos, já assinalados por alguns Autores, fizemos uma

entativa de comparação entre resultados obtidos com a reação de Rubino
m épocas diferentes, examinando em 1956 e 1959, soros do mesmo
rupo de pacientes (vide quadro 1).
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QUADRO 1 - CONFRONTO ENTRE RESULTADOS DE REAÇÃO DE RUBINO NO
MESMO GRUPO DE DOENTES (1955 E 1959)

Pelo quadro 1 se verifica que 5 doentes Rubino-negativos em 1956
ssim se mantiveram em 1959, enquanto 15 doentes Rubino-positivos em
956 também o foram em 1959. Entretanto, 3 pacientes que em 1956
presentaram reação de Rubino positiva, tiveram-na negativa em 1959. No
rupo dos 15 pacientes cujo resultado fôra positivo em 1956 e em 1959,
m 7 a intensidade da reação se manteve, ao passo que em 8 ocorreu
edução de reatividade. Tais fatos indicariam a ocorrência de processo
egressivo no comportamento sorológico, devido à diminuição de teor da
ubstância específica responsável pela reação. Elemento de segunda ordem
favor dessa hipótese é a verificação de reações de fraca intensidade em

acientes com moléstia involuída mas em cujos antecedentes se registram
bundantes lesões tuberosas, pelo que se poderiam esperar reações
ortemente positivas. Não obstante serem muito sugestivos êsses
ndícios de redução sorológica, nada pode ser afirmado, dada
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imperfeição técnica da reação. Efetivamente, a natureza do antígeno, suspensão
rosseira de hemácias de sensibilidade variável conforme o animal de que são
etiradas, a impossibilidade de padronizar o antígeno e a precariedade de leitura da
eação não lhe conferem a reprodutibilidade necessária para comparação de
esultados. Em conseqüência, a negatividade da reação em doentes de lepra
epromatosa não pode a rigor ser explicada por falta de um fator predisponente,
ma vez que há possibilidade de variações sorológicas sob influência do
ratamento sulfônico e talvez da própria evolução da moléstia.

No grupo Dimorfo (7 doentes), a reação de Rubino foi positiva em 3, negativa
m 4. Os 3 doentes Rubino-positivos (obs. 225, 229 e 230) apresentavam, na data
o exame sorológico, a moléstia em evolução, com surtos eruptivos repetidos, mais
spaçados e mais brandos no doente da obs. 225. Nos 4 doentes em que a reação
e Rubino foi negativa, observa-se regressão da moléstia com desaparecimento de
intomas cutâneos, negatividade baciloscópica e inespecificidade histológica. É de
nterêsse assinalar que dos 3 doentes Rubino-positivos, atualmente em fase
volutiva, o exame histológico revelou estrutura tuberculóide reacional em 2 deles
em 1 doente — o de evolução mais branda — acusa infiltração inflamatória

nespecífica sem bacilos, tendo anteriormente apresentado estrutura lepromatosa
om bacilos +++. Por outro lado, observa-se em relação aos 4 pacientes Rubino-
egativos, que 3 (obs. 226, 228 e 231) apresentaram anteriormente estrutura
istológica lepro-matosa habitada e na ocasião do exame sorológico tinham a
oléstia em regressão, livres havia mais de 2 anos de surtos eruptivos e com
egatividade baciloscópica. Um paciente (obs. 227), em cujo exame histológico

nicial foi impossível a diferenciação entre lepra tuberculóide reacional e lepra
epromatosa, mostra ha mais de 8 anos regressão completa das lesões,
egatividade baciloscópica e exames histológicos inespecíficos sem bacilos.

É digno de nota o fato de a reação de Rubino ter-se mostrado positiva em
acientes que apresentam estrutura histológica tuberculóide reacional, quando se
erifica no quadro demonstrativo geral (tabela 1) a associação da sua positividade à
epra lepromatosa e a sua não ocorrência na lepra tuberculóide.

Este fato esta a indicar a natureza "híbrida" de certos casos de lepra do grupo
imorfo em que se verifica a coexistência de um componente indicador de elevada

esistência (estrutura tuberculóide) e de outro ligado a estado de baixa resistência
infecção (reação de Rubino positiva).

Com as limitações impostas pela reduzida casuística apresentada neste
rabalho, é de admitir-se que nos casos mais rebeldes do grupo Dimorfo a
tividade da moléstia seja mantida pela ação equilibrada dos componentes
ntagônicos. A simultaneidade de quadro histológico tuberculóide reacional e
ositividade da reação de Rubino indicaria êsse equilíbrio, constituindo índice de
au prognóstico, o que se verifica na pratica pela maior malignidade de certos

asos Dimorfos comparados a alguns lepromatosos.

RESUMO E CONCLUSÕES

A reação de Rubino é especifica da lepra. De positividade inconstante,
erificada com maior freqüência nas formas mais graves da moléstia, foi
onsiderada pouco sensível e sem valor diagnóstico, reduzindo-se a partir de 1940
até quando data a quase totalidade das pesquisas) o interêsse pelo seu estudo, a
ulgar pelo escasso número de publicações referentes.

Não obstante, a especificidade e desigual freqüência de positividade da reação
stão a indicar, dentro dos conhecimentos atuais da patologia da lepra, uma
ossível associação entre o fator imunológico por ela responsável e os diferentes
stados de resistência do organismo na infecção leprótica. Dêsse modo,
ornou-se necessário estudá-la, não mais como meio diagnóstico, porém
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como possível elemento indicador do comportamento do organismo frente ao
germe, expresso pelas formas clínicas da atual classificação.

Para tanto, na presente pesquisa a reação de Rubino foi estudada em 231
doentes de lepra, dos quais 36 do grupo Indeterminado, 48 do tipo Tuberculóide
(tórpido), 7 de lepra Tuberculóide reacional, 133 do tipo Lepromatoso e 7 do Grupo
Dimorfo ("borderline").

Para testemunhos foram examinados os soros de 40 pacientes: 12 casos de
tuberculose pulmonar ativa, 12 de blastomicose sul-americana, 6 de leishmaniose
tegumentar americana, 10 de sífilis.

Nos testemunhos a reação de Rubino foi negativa em todos.

Nos 133 pacientes do tipo Lepromatoso, a reação de Rubino foi positiva em 78
e negativa em 55. Nos doentes do grupo Dimorfo, a reação foi positiva em 3 e
negativa em 4. Nos 36 doentes do grupo Indeterminado e nos 55 pacientes do tipo
tuberculóide, a reação foi negativa. Verificou-se, portanto, associação positiva entre
reação de Rubino e as formas Lepromatosa e Dimorfa e negativa entre reação de
Rubino e lepra Tuberculóide e Indeterminada.

A análise estatística (teste de x2 segundo Fisher e teste exato de Fisher para
freqüências pequenas) dos dados obtidos nas formas de lepra em que ocorreu
positividade da reação de Rubino, isto é, no tipo Lepromatoso e no grupo Dimorfo,
revelou associação não significante entre reação de Rubino e os seguintes
atributos: 1) sexo; 2) grupos etários; 3) grupos raciais; 4) tempo de moléstia; 5)
condição evolutiva (segundo critério precário aqui proposto) das variedades clínicas
da lepra Lepromatosa; 6) eritema nodoso leprótico; 7) dados laboratoriais: exame
histológico atual e exame baciloscópico atual; 8) tratamento sulfônico no grupo
Dimorfo.

Associações significantes foram encontradas entre reação de Rubino e os
seguintes atributos: a) forma de lepra, já comentada no inicio dêste capitulo; b)
variedade clínica do tipo Lepromatoso; c) tratamento sulfônico na lepra
Lepromatosa; d) situação clínica do paciente; e) reação de Mitsuda.

Quanto às variedades clínicas da lepra Lepromatosa, consideradas as lesões
dermatológicas, verificou-se associação positiva entre reação de Rubino e presença
de lesões tuberosas e associação negativa entre reação de Rubino e lesões de tipo
macular e eritêmato infiltrativo difuso. Confirma-se assim a observação dos
autores referente à maior freqüência de positividade da reação nas formas
denominadas tuberosa e mista e cutânea das antigas nomenclaturas.

Por outro lado, a associação entre reação de Rubino positiva e reação de
Mitsuda negativa e, viceversa, entre reação de Rubino negativa e reação de
Mitsuda positiva demonstra o antagonismo imunológico entre ambas, expressões
que são de estados de resistência orgânica opostos.

Pôde ser demonstrada a dependência entre reação de Rubino e tratamento
sulfônico pela associação positiva encontrada entre reação e os grupos de doentes
tratados com dose total de medicamento sulfônico de 1 — 500 g e de 2001 — 5900
g e associação negativa entre reação de Rubino e grupos tratados com dose total
de 501 — 2000 g. A aparente contradição representada pela associação positiva
entre a reação e os grupos tratados com menores e maiores doses é explicada pela
predominância de doentes tuberosos nos últimos.

Verificou-se associação entre reação de Rubino e situação clínica do paciente,
encontrando-se associação positiva para doentes internados em sanatório e
negativa para doentes de dispensário não egressos, registrando-se igual freqüência
de positividade entre doentes de dispensário egressos de sanatório. Tal achado
indica associação positiva entre reação de Rubino e malignidade do caso clínico
sem, contudo, excluir a possibilidade de redução sorológica paralela ao curso
favorável da moléstia, por efeito terapêutico ou evolução própria.
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Em confronto de resultados da reação de Rubino praticada, com
ntervalo de 3 anos, no mesmo grupo de doentes fala a favor dessa
ipótese. Entretanto, a imperfeição técnica da reação decorrente de
ntígeno não padronizável e leitura precária não lhe da a necessária
eprodutibilidade para permitir comparação de resultados. Assim sendo,
impossível decidir se os resultados diferentes decorreram de variações

e teor da substância especifica do sôro ou de diversa sensibilidade da
eação.

A mesma ordem de fatos torna impossível presentemente esclarecer a
ipótese de o fator imunológico responsável pela reação de Rubino
epender de predisposição individual. Com efeito, reação negativa em
eterminada época não pode a rigor, excluir positividade anterior ou
utura, questão que só pode ser esclarecida com o seguimento sorológico
eriódico e prolongado, de doentes Rubino-positivos, o que ainda não foi
eito.

Com base nos dados aqui apresentados, chegamos as seguintes
onclusões:

I — A substância específica responsável pela reação de Rubino é uma
aracterística imunológica da lepra do tipo Lepromatoso e do grupo
imorfo, portanto, dos estados de menor resistência do organismo ao
acilo de Hansen. Ela se opõe ao fator responsável pela reação de
itsuda.

II — A reação de Rubino independe de sexo, idade, raça, tempo de
oléstia, condição evolutiva, simultaneidade de eritema nodoso leprótico,
resença de bacilos no muco ou nas lesões e estrutura histológica.

III — A reação de Rubino depende do tratamento sulfônico.

IV — A negatividade da reação observada em numerosos casos de
epra Lepromatosa sugere que o estado de menor resistência, embora
ecessário, não é suficiente para condicionar o aparecimento ou manter a
resença do fator responsável pela reação.

V — Com as restrições devidas à imperfeição técnica da reação, que
he não assegura a reprodutibilidade necessária para comparação de
esultados, pode ser admitida a hipótese de o teor da substância
specifica sofrer variações no curso da moléstia.

VI — No grupo Dimorfo, a presença da substancia especifica pode
oexistir com estrutura histológica tuberculóide reacional.

VII — Com as limitações decorrentes do pequeno número de casos
bservados, é sugerida a hipótese de estar em jôgo nos casos Dimorfos
ubino-positivos com estrutura histológica tuberculóide reacional um
quilíbrio de componentes antagônicos a impedir a definição de moléstia
ara um dos tipos polares.

VIII — Os fatos expostos mostram que a reação de Rubino pode
onstituir instrumento de indagação e estudo dos estados de resistência
a lepra.

SUMMARY AND CONCLUSIONS

The reaction of Rubino is specific for leprosy. As it's positivity is not
onstant and it is observed more frequently in the more severe cases of
he disease, it was considered little sensitive and without diagnostic
alue. For this reason, from 1940 on (last date of most of the
ublications) the interest of it's study was greatly reduced as considered
y the small number of publications concerned.
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In spite of that, the specificity and the unequal frequency of the positive
eaction seem to show, according to present knowledge of the pathology of
eprosy, a possible association between the immunological factor which is
esponsible for the reaction and the different states of resistance of the
rganism during the leprotic infection. For this reason, it was necessary to
tudy this reaction, no longer as a diagnostic method but as a possible
lement for indication of the behavior of the organism against the infective
gent, which is shown by the clinical forms of the present classification.

With this purpose in mind, the reaction of Rubino was studied in 231
ases of leprosy, of which 36 pertaining to the group of Indetermined cases,
8 of the Tuberculoid type (torpid), 7 of reactional Tuberculoid leprosy, 133
f the Lepromatous type and 7 of the Dimorphous Group (borderline).

As controls we examined the serum of 40 patients of which 12 with
ctive pulmonary tuberculosis, 12 with South American blastomycosis, 6
ith American tegumentar leishmaniosis and 10 with syphilis.

All controls showed a negative reaction of Rubino.

Of the 133 patients with the Lepromatous type of disease, 78 showed a
ositive reaction of Rubino and 55 a negative reaction. The patients of the
imorphous group showed a positive reaction in 3 cases and negative in 4
ases. The 36 patients of the Indetermined group and the 55 patients of the
uberculoid type showed a negative reaction. The results indicate therefore
positive association between the reaction of Rubino and the Lepromatous

nd Dimorphous Leprosy and a negative association between the reaction
nd the Tuberculoid and Indetermined.

The statistical analysis (test of x2 according to Fisher and exact test of
isher for low frequencies) of the data obtained in the forms of leprosy in
hich there was a positive reaction of Rubino, i. e. in the Lepromatous type
nd the Dimorphous group, showed a not significant association between
he reaction of Rubino and the following factors: 1) sex; 2) age group; 3)
acial groups; 4) duration of disease; 5) condition of evolution (according to

pre-. carious criterion herein proposed) of the clinical varieties of the
epromatous leprosy; 6) nodous leprotic erithema; 7) laboratory data:
resent hystological examination and present bacilloscopic examination; 8)
reatment with sulfones in the Dimorphous group.

Significant association was found between the reaction of Rubino and
he following factors: a) form of leprosy, already described at the beginning
f this chapter; b) clinical variety of the Lepromatous type; c) treatment
ith sulfones in Lepromatous leprosy; d) clinical condition of the patient; e)

eaction of Mitsuda.

As of the clinical varieties of the Lepromatous leprosy, taking into
onsideration the dermatological lesions, we found a positive association
etween the reaction of Rubino and the presence of tuberous lesions and a
egative association between the reaction of Rubino and lesions of the
acular type and diffuse infiltrative erythema. Thus the observation of the

uthors relative to the greater frequency of a positive reaction in the so
alled tuberous forms and mixed and cutaneous forms of the former
omenclature are confirmed.

On the other hand, the association between a positive Rubino reaction
nd a negative Mitsuda reaction, and vice-versa, between, a negative
ubino reaction and a positive Mitsuda reaction, show the immunological
ntagonism of both, which are the expressions of opposing states of
rganic resistance.
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The dependency between the Rubino reaction and the treatment by
ulfones may be demonstrated by the positive association found between the
eaction and groups of patients treated with total dosis of sulfonic remedies
arying from I to 500 g. and from 2001 to 5900 g. and the negative association
f the reaction of Rubino with groups treated with 501 to 2000 g. of total dose.
he seeming contradiction represented by the positive association between the
eaction and the groups treated with smaller and larger doses is explained by
he predominancy of tuberous patients among the last group.

We found a positive association between the reaction of Rubino and the
linical condition of the patient, with a positive association for patients
nterned in sanatories and negative for outward patientss, which were not
nterned pre-viously. An equal frequency of positive reaction was found among
utward patients which came from sanatorial treatment. This finding shows a
ssociation between a positive reaction of Rubino and the malignancy of the
linical case, without excluding the possibility of a serological reduction parallel
o the favorable evolution of the disease by means of therapy or spontaneous
volution.

The comparison of the results of the reaction of Rubino made with an
nterval of 3 years in the same group of patients, is favorable to this hypo-
hesis. However the technical imperfection of the reaction due to a not stan-
ardized antigen and a precarious reading, does not give it the necessary
eproductiveness to permit comparison of results. Thus it is impossible to
ecide if different results are due to variations of amount of the specific
ubstance in the serum or due to a different sensitivity of the reaction.

The same order of factors make it impossible presently to clarify the
ypothesis of the immunological factor responsible for the reaction of Rubino
epends on an individual predisposition. In fact, a negative reaction at some
eriod of time cannot exclude entirely a positive reaction in the past or the
uture. This questions would only be elucidated with a periodical and
rolonged serological examination of patients with positive reaction of Rubino.
his has not been made so far.

With the data here presented we come to the following conclusions:

I — The specific substance responsible for the reaction of Rubino is an
mmunological characteristic of the leprosy of the Lepromatous type and of the
imorphous groups, this means of the states of less resistance of the organism

o the Hansen bacillus. It opposes to the factor responsible for the reaction of
itsuda.

II — The reaction of Rubino is independent of sex, age, race, duration of
isease, conditions of evolution, simultaneous presence of leprotic nodous
rithema, presence of bacillus in the mucus or in the lesions and hystological
tructure.

Ill — The reaction of Rubino depends on the treatment with sulfones.

IV — The negative reaction found in numerous cases of Lepromatous le-
rosy suggests that the state of lower resistance, in spite of beeing necessary,

s not sufficient to condition the appearence or of maintaining the presence of
he factor responsible for the reaction.

V — With the restriction due to the technical imperfection of the reaction,
hich does not allow the reproductiveness necessary for camparison of results,
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the hypothesis may be admitted that the amount of specific substance
undergoes variations during the evolution of the disease.

VI — In the Dimorphous group, the presence of the specific substance
may exist simultaneously with a tuberculoid reactional hystological
structure.

VII — With the limitations due to the small number of cases observed, we
would like to suggest the hypothesis that in the Dimorphous cases with a
positive Rubino reaction and a tuberculoid reactional hystological structure,
an equilibrium of the antagonic components may be present, thus avoiding
the definitive evolution of the disease to one the polar types.

VIII — The facts described show that the reaction of Rubino may
constitute an instrument of research and study of the states of resistance in
leprosy.
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