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O espectro de manifestações clínicas da hanseníase está

diretamente relacionado à resistência do hospedeiro ao M.leprae. Nos

extremos, situam- se as formas polares (Rabello, 1936) tuberculóide (HT) e

virchoviana(HV), com diferenças clínicas, histológicas, bacteriológicas,

imunológicas e evolutivas marcantes. A forma tuberculóide apresenta uma ou

poucas lesões bem delimitadas, nas quais se observa, ao exame histológico,

granuloma tuberculóide com grande número de linfócitos, células epitelióides

e histiocitárias, onde raramente são encontrados bacilos intracelulares

(Bechelli & Rotberg, 1951). A quantidade de anticorpos humorais é normal ou

diminuida e a imunidade celular geralmente está aumentada.

Na forma virchowiana as lesões têm limites imprecisos e tendem a

disseminar-se. A histologia revela infiltrado inflamatória coin poucos ou raros

linfócitos e numerosos macrófagos contendo quantidade variáveis de bacilos,

até globias, constituindo as células de Virchow. Há elevada quantidade de

imunoglobulinas e deficiência de imunidade celular. Os bacilos são tão



numerosos que nas biopsias de pele podem ser encontrados ao redor de

bacilos/g. de tecido (Bloom, 1986), tendendo a invadir vasos sanguíneo

produzir bacteremia assintomática, porém continua. E a forma progressiv

doença na qual as lesões podem evoluir disseminando-se por todo organ

(Bechelli & Curban, 1988).

Esta disseminação reflete depressão ou falta de imunidade ce

do hospedeiro ao M. leprae a qual poderia estar associada à deficiênc

resposta linfoproliferativa na presença do bacilo (Godal et alii, 1971, Bju

alii, 1976, Menzel et alii 1979 a e b, Pagnano et all, 1982, Tiraboschi-Fo

alii, 1990), ou b. supressão da resposta imune por células T supress

(Mehra et alii, 1980).

No pólo tuberculóide a resposta linfoproliferativa ao M.leprae

exacerbada (Godal et all, 1971) e há evidência de que a eficiência da Imuni

celular seja a principal causa das lesões (Godal, 1984).

O tratamento com drogas bactericidas é fundamental para o con

epidemiológico da hanseníase nos doentes virchowianos. Quando se ini

terapêutica, freqüentemente ocorre exacerbação do quadro clínico

comprometimento do estado geral, febre alta, acometimento neurol

(neurites), edema, eritema e calor nas articulações (artrite), e nódulos cutâ

eritematosos e dolorosos à palpação, caracterizando a reação hansê

(Bechelli & Rotberg, 1951). Nesta encontram-se alterações laborato

particulares: aumento da velocidade de hemossedimentação, aumento

proteínas da reação inflamatória aguda (mucoproteínas, proteina- C-reati

eventualmente, alteração da função renal.

A hanseníase tuberculóide em reação é, em geral, polimo
3
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Manifesta-se por máculas eritemato-escamosas, máculo-pápulas, pápulas,

tubérculos e nódulos, cor vermelho arroxeado ou francamente arroxeada.

Geralmente há infiltração das lesões pré-existentes, mas podem surgir lesões

novas (Bechelli & Curban, 1988).

As reações hansênicas, que podem ser do tipo I (hipersensibilidade

tardia) ou do tipo II (por imunocomplexo circulante), representam para o

doente um estado temporário de exacerbação da moléstia; são debilitantes e

apresentam-se em surtos recorrentes durante o tratamento (Pearson, 1986). A

involução da reação e a resposta terapêutica podem ser acompanhadas,

clínica e laboratorialmente, pela queda dos níveis de proteína-C-reativa, que

são elevados na fase aguda (3+ e 4+) e negativos com o controle da reação

inflamatória (Languillon, 1986).

Sabe-se que inflamação é basicamente uma resposta sistêmica do

organismo à infecção ou lesão tecidual. Os estágios iniciais desta resposta são

conhecidos como fase aguda, que é caracterizada, em parte, por um dramático

aumento na produção e subseqüente acréscimo da concentração sanguínea

de um grupo de proteínas conhecidas como proteínas da fase aguda (Zahedi et

alii, 1989).

Proteína-C-reativa (PCR) é um dos elementos da fase aguda e sua

concentração sérica pode aumentar de níveis inferiores a 1,0mg/dl a 400mg/

dl, nas primeiras 24-48 horas de reação inflamatória (Pepys et alii, 1983). A

PCR é constituída de até cinco subunidades de 23,5 KDa cada (206

aminoácidos), ligadas não covalentemente, com massa molecular total de

117000 (Oliveira et alia 1977; Gewurz, 1982; Zahedi et alii, 1989).

Pouco se sabe sobre a participação da proteína-C-reativa nas
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reações imunológicas presentes na hanseníase. E conhecido que a

concentração de PCR é elevada em doenças infecciosas (Kaplan & Volanakis,

1974; Zahedi et alii, 1986; Balou et alii, 1989) e que, na hanseníase

virchowiana, principalmente nos estados reacionais, está consideravelmente

aumentada (Languillon, 1986).

Segundo Gotschlich (1989), a proteína-C-reativa tem sido associada

a várias funções biológicas destacando-se entre elas:

a) Capacidade reconhecer o “alvo" e centralizar os mecanismos de defesa de

modo semelhante aos anticorpos.

b)Modificar o comportamento de células efetoras, principalmente leucócitos

polimorfomucleares,lifócitos,monócitos e plaquetas.

c)Pode ser fracionada por enzimas proteolíticas, liberando peptídeos ativos que

poderiam, também, exercer outras funções biológicas.

Além destas atividades, PCR ativa a via clássica do complemento

ligando-se b. fração Clq (Kaplan & Volanakis. 1974); e, ainda, liga-se a

subpopulações de linfócitos que contenham receptor Fc da imunoglobulina G

(James et al., 1981 a e b), assim como a monócitos (Gewurz, 1982; Zeller et

alii, 1989) e a neutrófilos (Mullex & Fehr, 1986; Buchta et all, 1987). Estes

resultados sugerem que PCR interage com uma variedade de células

sanguíneas, através de receptores específicos ("specific binding sites") de

células fagocitárias, desempenhando a função de fator de opsonização

inespecífico da reação inflamatória (Balou et alii, 1989).

Bullock,(1978) descreveu que concentrações elevadas de PCR no
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soro de virchowianos poderiam inibir a blastogénese de linfócitos, sugerindo

que PCR possui atividade imunossupressora ou imunorreguladora da

resposta linfoproliferativa.

Como é conhecido que em doentes virchowianos, especialmente os

reacionais, os níveis séricos de PCR estão elevados, poder-se-ia supor que a

depressão de resposta imunecelular destes doentes esteja associada à

atividade imunossupressora da proteína-C-reatava, atuando como fator sérico

inibidor da blastogénese.

A presença de fatores Inibitórios da blastogénese no soro de

virchowianos foi assinalada em investigações de Nelson et alia (1971); Bullock

& Fasal (1971); Pagnano (1974); Beiguelman et alii (1975) e destacada por

Bjune et alii (1976), demonstrando que plasma de virchowianos causava

depressão da atividade blãstica de linfócitos de doentes e de indivíduos não

afetados. Esta depressão foi associada a fatores existentes no plasma do

doente. A extensão com que estes fatores séricos ou plasmáticos deprimem a

resposta linfoproliferativa de virchowianos permanece ainda desconhecida.

Por outro lado, existem atualmente evidências experimentais

sugerindo que a produção de PCR seria induzida por citocinas, liberadas por

macrófagos ativados como a interleucina-1 (IL1), o fator de necrose tumoral

(TNF), a interleucina-6 (IL6) ou IL1 e 11.6 associadas (Kushner et alit, 1989;

Taylor et alii, 1989). Estas citocinas. exercendo função reguladora, atuariam

diretamente sobre os hepatócitos induzindo a síntese de proteína-C-reatava

(Yamada et alai, 1990).

Deve ser lembrado que as citocinas são peptídeos mediadores

produzidos por células com a função de regular as respostas Imunológicas,
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flamatórias e de cicatrização do hospedeiro à infecções, traumas ou

ores. A maioria delas é secretada durante a resposta imunológica ou

lamatória. Quando são produzidas pelos linfócitos são denominadas

focinas (interleucinas). Geralmente não estão presentes no soro e, ainda, as

ulas produtoras de citocinas necessitam ser previamente estimuladas. As

ocinas exercem atividade moduladora da resposta imunológica regulando o

scimento, mobilidade e diferenciação de leucócitos e outras células

ppenheim et alii, 1991).

Na hanseníase Silva e Foss (1989) observaram, em culturas de

crófagos do sangue periférico, que doentes tuberculóides mantem

entuada estimulação macrofágica, com a consequente elevada produção de

F, quando comparados com virchowianos e indivíduos não afetados

gerindo que macrófagos de virchowianos são menos reativos que os dos

cientes tuberculóides.

Entretanto, Sarno et alii (1991), estudando a produção de citocinas

doentes virchowianos com reação hansênica tipo eritema nodoso,

servaram que 50% dos pacientes com eritema nodoso apresentaram níveis

vados de TNF e 11,1, concluindo que estas citocinas podem participar das

erações imunológicas presentes na reação tipo eritema nodoso.

Tem sido descrito que aTNF é uma citocina de peso molecular

400, constituída de 157 aminoácidos, produzida especialmente por

crófagos (Oppenheim, 1991). Tem numerosas atividades biológicas

tacando-se entre elas a indução de febre (Dinarello, 1990), da resposta

ática, geralmente acompanhada de leucocitose, e com a produção de

teínas da fase aguda, como proteína-C-reativa (Gauldie et alii, 1989), a
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erenciação e/ou ativação das células T, linfócitos B e macrófagos (Van

ick, 1990) e estimula a produção das citocinas ILl, IL6 e do próprio aTNF

utler & Cerami, 1988; Dinarello, 1990; Heinrich et alii, 1990).

Deste modo pode-se supor que durante a reação hansênica,

ecialmente em virchowianos com eritema nodoso e com aumento da

centração de TNF, haja indução da produção de interleucinas (ILl, 1L6 e

F), e estas estimulariam o hepatócito a produzir as proteínas da fase aguda,

o a proteína-C-reativa, elevada nos estados reacionais. Entretanto, na

sência de reação hansênica, os macrófagos de virchowianos apresentam

ficiência de produção de TNF (Silva e Foss, 1989) e os níveis de PCR

roximam-se da faixa de normalidade (Languillon, 1986).

Logo, a reação de eritema nodoso caracteriza um estado transitório

alterações imunológicas, no qual o doente virchowiano adquire

tencialidade de resposta celular com a produção de citocinas, mas a

rticipação destas na resposta imunecelular permanece não esclarecida.

Sabe-se que TNF atua na diferenciação e ativação de linfócitos T

n Snick, 1990) e que proteína-C-reativa modifica o comportamento de

fócitos (Gotschlich, 1989) e qu e ambos TNF e PCR apresentam

centrações elevadas durante a reação, porém pouco se conhece sobre a

o destas proteínas na resposta proliferativa de linfócitos T.

Sendo a resposta linfoproliferativa um dos principais mecanismos

defesa do hospedeiro ao M.leprae, julgamos interessante estudar a

rticipação do TNF e da PCR na blastogênese de linfócitos de doentes de

nseníase.

Assim, definiu-se como objetivo fundamental deste estudo a
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investigação do efeito da proteína-C-reativa sobre a resposta linfoproliferativa

de doentes de hanseníase, para se verificar a atividade imunomoduladora

desta proteína sobre a blastogênese de linfócitos de doentes. Determinou-se

também, a concentração de TNF e proteína-C-reativa no soro dos Indivíduos

estudados, correlacionando seus níveis séricos, para observar se na

hanseníase as variações da concentração de PCR se associam com alterações

dos níveis de TNF.

Conhecendo que doentes com hanseníase virchowiana apresentam

diferença na resposta proliferativa das subpopulações de linfócitos T, com

predomínio dos supressores e citotóxicos (CD8+) em relação n linfócitos

auxiliares (CD4+), enquanto pacientes com hanseníase tuberculóides

apresentam atividade maior de linfócitos CD4+ que CD8+, semelhante aos

Indivíduos normais (Modlin & Rea, 1987), desenvolveu-se o estudo com

doentes virchowianos (com e sem reação hansênica), tuberculóides (tórpido-

sem reação e reacionais) e indivíduos normais.

Para observar a proliferação das sub-populações de linfócitos CD4+

e CD8+, utilizou-se os mitógenos fitohemaglutinina e concanavalina - A, pois é

conhecido que a atividade mitogênica da última está relacionada a

subpopulações de células Tsupressoras (Shou et alii, 1976 e Skane & Greene,

1977), enquanto a fltohemaglutinina é considerada boa ind u tora de

proliferação celular "in vitro", especialmente das subpopulações com fenotipos

CD4+ (Rottveel et alii, 1988; Bloemena et alii, 1989).

Deste modo o estudo de linfoproliferação "in vitro" foi desenvolvido

em doentes de hanseníase (virchowiana e tuberculóide) com e sem reação

hansênica e em indivíduos normais, sob estímulo de fitohemaglutinina,



10

concanavalina-A e proteína-C-reatava. A inclusão de doentes com reação

hansênica foi programada com o objetivo de observar a relação entre as

alterações imunológicas, presentes na reação inflamatória aguda, e a resposta

linfoproliferativa.
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sendo 53

divididos e

Grupo I: D

Grupo II:

Grupo III:

O

clínico, his

Os doente

Internacion

(T).

Mitsuda co

12
oram selecionados 72 indivíduos da região de Ribeirão Preto-SP,

doentes de hanseníase e 19 indivíduos aparentemente normais,

m três grupos, corno se observa na Figura 1.

oentes virchowianos - constituído de 30 pacientes.

Doentes tuberculóides - constituído de 23 pacientes.

Controles - constituído de 19 indivíduos normais.

diagnóstico dos casos de hanseníase foi baseado nos exames

tológico, bacterioscópico (material de lesão da pele e muco nasal).

s foram classificados segundo critérios adotados no VI Congresso

al de Leprologia, Madri, 1953, em vichowianos (V) e tuberculóides
Os controles foram examinados com a finalidade de verificar se não

apresentavam lesões sugestivas de hanseníase e submetidos à reação de
m o mesmo antígeno utilizado em doentes.
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Grupo I: Doentes Virchowianos

Foram estudados 30 doentes de hanseníase virchowiana atendidos

o Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, da

niversidade de São Paulo, com idade variando entre 21 a 60 anos (média

6,0 anos).

URA 1 - APRESENTAÇÃO DOS DOENTES E CONTROLES E FREQÜÊNCIA DE INDIVÍDUOS EM CADA GRUPO

ESTUDADO.
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Na Tabela I observa-se que a maioria dos doentes (86%) estava

sendo tratada com Dapsona (DDS), na dose de 100 mg/dia, por tempo variado;

houve predominância de pacientes do sexo masculino (19 doentes - 63%).

Foram positivos (1+ a 3+) os resultados dos exames baciloscópicos de lóbulo de

orelha em 13 doentes (43%). Nos restantes foram negativos, tratando-se de

doentes submetidos à terapêutica durante vários anos, até 1015 ou 20 anos.

Nota-se também, que todos doentes tiveram reação de Mitsuda negativa e que

doze (12) deles apresentavam reação dos tipos eritema nodoso em dez (10)

doentes e eritema polimorfo em apenas dois doentes.

Deve ser destacado que apesar de 12 doentes apresentarem reação

hansênica, por ocasião da coleta de sangue, nenhum deles estava sendo

tratado com droga imunossupressora, como se nota na Tabela I.

Grupo II: Doentes Tuberculóides

Foi constituído de 23 doentes de hanseníase tuberculóide atendidos

no Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da

Universidade de São Paulo, com idade variando entre 18 a 60 anos (média

42,5 anos) (Tabela II).

Observa-se que foi semelhante a distribuição de sexo no grupo II (12

masculinos e 11 femininos) e, que todos doentes foram lepromino-reativos

com respostas variando entre 1+ (12), 2+ (9) e 3+ (2). Foram sempre negativos

os resultados da baciloscopia de material de lesões cutâneas; apenas dois
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pacientes (nas 18 e 19) a baciloscopia de lóbulo de orelha foi positiva (1+).

Nota-se, ainda, que por ocasião da coleta de sangue, oito (8) doentes

apresentavam reação caracterizada por eritema e infiltração de lesões, neurite

geralmente discreta e edema de extremidades, especialmente de pés e mãos;

nenhum deles estava sendo tratado com drogas imunossupressoras.

Considerando a presença de doentes tuberculóides em reação, o

Grupo II foi subdividido em: tuberculóides tórpidos (15 doentes) e tuberculóide

em reação (8 doentes).
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Grupo In: Controles

Nos controles foram estudados 19 indivíduos aparentemente

ormais, com idade variando entre 20 a 50 anos (média 28,2 anos), de ambos

s sexos (12 masculinos e 7 femininos), a maioria deles estudantes do curso

e graduação em medicina (FMRP-USP); que foram subdivididos segundo a

esposta à reação de Mitsuda em: lepromino-positivos (11 Indivíduos) e

epromino-negativos (8 indivíduos).

Os dados do grupo controle encontram-se na Tabela III. A maioria
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1. Coleta de Dados

Dados clínicos e laboratoriais referentes aos doentes foram anotados

em fichas especiais que incluíam, também, informações sobre o, tipo de

tratamento, dose, duração e regularidade do mesmo (Anexo I). Considerou- se

tratamento regular quando os doentes compareciam à maioria das consultas

de seguimento (75%); porém, como a ingestão de droga se faz no domicílio, não

se tem certeza da regularidade de tratamento.

Por ocasião da coleta de sangue todos os pacientes e controles foram

examinados, fez-se a reação de Mtsuda e, nos doentes, a pesquisa de bacilos

em esfregaços de material de lesão de pele e muco nasal.
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2. Exame Bacterioscópico

Os esfregaços foram corados pela técnica de Ziehl Neelsen. 0 grau de

ositividade foi determinado de acordo com a recomendação da Segunda

onferência Panamericana de Lepra (1974):

Negativo: nenhum bacilo encontrado em 100 campos;

Positivo 1+: um ou menos que um bacilo em cada campo;

Positivo 2+: bacilos encontrados em todos os campos;

Positivo 3+: muitos bacilos encontrados em todos os campos.

3. Reação de Mitsuda

Reação de Mitsuda é a resposta observada 4 semanas após injeção

tradérmica de 0,1 ml de uma suspensão estéril de bacilos de Hansen,

ortos pelo calor, extraídos mecanicamente de hansenomas 0 teste foi feito

m todos doentes e nos controles por ocasião da coleta de sangue. A

uspensão de bacilos foi preparada de acordo com a técnica de Mitsuda

953), contendo 60 x 106 bacilos por ml. Fez-se a leitura 28-30 dias após,

eguindo o critério recomendado no VII Congresso Internacional de Leprologia

óquio, 1958) com modificações propostas por Hanks et al. (1970):

egativo - : ausência de reação

uvidoso : infiltração com diâmetro inferior a 3mm
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- Positivo + : pápula com diâmetro entre 3 e 5 mm

- Positivo ++ : induração com diâmetro maior que 5 e menor ou igual a 10 mm.

- Positivo +++: induração com diâmetro superior a 10 mm ou ulcerada.

4. Extração de Proteína-C-Reativa (PCR) de Soro Humano

Todo processo de extração e purificação de PCR do soro humano foi

desenvolvido sob orientação do Prof. E. Brandt de Oliveira, no Departamento

de Bioquímica da FMRP-USP.

Amostras de soro PCR positivas foram coletadas e armazenadas a -

20°C, completando um volume de 2.200 ml. Após descongelamento à

temperatura ambiente fizeram-se:

. Duas precipitações com sulfato de amônio (nas concentrações de

333 g/1 e 176 g/litro de soro), resultando um volume de 180 ml (sedimento da

segunda precipitação).

. Diluiu-se o sedimento com água deionizada e acrescentou-se

EDTA (etilenodiaminotetracetato dissódico) numa concentração final de 5 mM.

Centrifugou-se a 1200 rpm durante 10 minutos.

. Aplicou-se o sobrenadante em coluna de SephadexG-25 (Pharmacia

Fine Chemicals) equilibrada com salina (cloreto de sódio 0,9%), para filtrar o
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ulfato de amônio. Coletou-se as frações em tubos numerados.

. Determinaram-se as frações que continham a proteína pelo teste

om coomassie (0,25%), no qual estas amostras coram-se em azul com

ntensidade proporcional à concentração protéica.

. As frações de sulfato de amônio foram determinadas pelo

specto leitoso adquirido após adição de hidróxido de bário.

. Após filtração em Sephadex G-25 foram obtidos três tipos de

ações:

Nº 1-14 volume inicial ("void volum")

Nº 15-31 frações protéicas (coomassie +)

Nº 27-50 frações sulfato de amônio (aspecto leitoso)

 As frações de nº 16 a 26 foram agrupadas e em seguida foi

rescentado cloreto de cálcio (CaC12) 5 mM. Esta solução foi adicionada 6.

luna de Sepharose-4-bis-epoxi fosforil-etanolamina (resina de afinidade),

uilibrada com tampão contendo 2,0 mM de TBS ("Tris buffer saline") e 5 mM

CaCI2, pH .= 7,5.

 Coletaram-se amostras coomassie positivas (proteína-C reativa),

e foram as frações de rigs 6, 7 e 8, constituindo a solução de PCR. A

ncentração de PCR foi determinada em capilar com soro anti PCR humana.
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. A solução de PCR foi cristalizada duas vezes com solução de

lfato de amônio saturada obtendo-se uma concentração de 8,2 mg de

CR/ml, a qual foi determinada pelo método de Biureto. Os cristais de PCR

ram mantidos em estufa a 37°C.

5. Quantificação de Proteínas-C-Reativa de Doentes e

Controles

Através do método nefelométrico determinou-se a concentração de

roteína C-reativa (PCR) no soro dos grupos estudados, utilizando-se o

arelho ICS Analyser II (Immunochemistry Systems - Beckman).

O princípio do método baseia-se na comparação da leitura da

ostra desconhecida, tratada previamente com anti-PCR humano, com a

itura do padrão de PCR~anti PCR de concentração conhecida.

Os resultados são apresentados em mgPCR/dl de soro.

6. Dosagem do Fator de Necrose Tumoral - aTNF no Soro de

Doentes e Controles

Utilizou-se o "Kit" de análise imunorradiométrico para o fator de

necrose tumoral - aTNF (Medgenix diagnostics - código 30-17520 PO Box 42
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- Belgium).

O teste é ensaio imunorra.diométrico baseado na reação

imunológica, entre o aTNF existente no soro (antígeno) e o anti-aTNF

(anticorpo) com o qual o tubo da análise é revestido.

Tubos plásticos revestidos com anti aTNF, ligado na parte inferior e

interna do tubo, são utiliza dos para a dosagem da concentração de aTNF do

soro. A reação imunológica é revelada pela adição de anti aTNF-I125(anticorpo

marcado com iodo radioativo-P125), que é detectada pela medida de

radioatividade em contador gama.

Procedimento:

Para cada ensaio faz-se urna curva padrão em amostras de aTNF de

concentrações conhecidas (0, 15, 50, 150, 500, 1500 e 5000 pg/ml).

. Nos tubos revestidos e numerados, em duplicatas, são colocadas as amostras

padrão e desconhecida (200 p/ coda). A determinação da contagem total é

feita em tubo não revestido contendo apenas o anti aTNF-I125.

. Adiciona-se a todos os tubos anti aTNF-I125 (50 µl Agita-se delicadamente.

. Incuba-se na temperatura ambiente, no período de 16 a 20 horas.

. Aspira-se, cuidadosamente todo o líquido do tubo
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. Lavam-se os tubos 2x com solução de Tween 20 na concentração de 20%.

. Aspira-se, novamente, todo o liquido do tubo. Para maior reprodutibilidade o

tubo deve estar sem uma gota de liquido.

. Contam-se os tubos em contador gama durante 60 segundos cada.

. Prepara-se a curva padrão colocando-se a relação entre leitura obtida do

cintilador gama (cpm) das amostras ("bound" - padrão) e a contagem total

(I125 livre).

cpm(padrão)

R=_____________________ X100

cpm total

No gráfico projetou-se os valores de R na ordenada e as

concentrações de aTNF na abcissa.

. Após, determina-se a concentração de aTNF no soro interpondo-se os valores

do coeficiente R na curva padrão.

Fez-se então, a curva padrão de aTNF (Figura 2).
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FIGURA 2 - CURVA PADRÃO - TNF IRMA.

7. Teste de Linfoproliferação "In Vitro" Pelos Mitógenos

Fitohemaglutinina (PHA) e Concanavalina-A (CON-A)

7.1. Princípio do método

Basicamente o método consiste na manutenção de células
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mononucleares, em sistema controlado de cultura "in vitro", no qual são

mantidas as condições fisiológicas do ambiente fisico-químico (temperatura,

pH, pressão osmótica, tensão de oxigênio e de dióxido de carbono na interface

gás-líquido), de necessidades nutritivas, substâncias reguladoras e condições

de esterilidade, permitindo que haja interação celular, proliferação e

preservação de funções celulares especializadas.

Linfócitos cultivados "in vitro" podem ser estimulados por mitógenos

ou antígenos e a resposta resultante pode ser utilizada para quantificar a

Imunocompetência celular. Pela interação entre linfócitos sensibilizados e

antígenos específicos são gerados mediadores solúveis (fatores: blastogênicos,

quimiotáticos, de ativação celular, de inibição da migração celular, de

reatividade cutânea e outros). A resposta imunecelular é refletida pela

habilidade destes fatores em promover a transformação blástica " in vitro".

A quantificação da proliferação de linfócitos pode ser realizada

através de métodos morfológicos ou, mais precisamente, através da análise da

síntese de ácido desoxirribonucléico (DNA). A incorporação de timidina

exógena marcada de baixa atividade específica (3H-timidina), para prevenir o

dano celular radioativo ao DNA de células em cultura durante período fixo, é

medida por contador de cintilação. A quantidade de timidina utilizada deve ser

suficiente para manter a incorporação através de todo período de "pulso". Este

período é usualmente de 9 a 24 horas, para evitar os efeitos de síntese

assincrônica de DNA linfocitário. A magnitude da resposta das células a um

estimulo particular varia com as condições da cultura, densidade celular e

concentração do agente ativador, assim como o momento e duração do pico
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resposta depende do estímulo utilizado e sua concentração (Ford & Hunt,

73).

2. Teste de linfoproliferação "in vitro"

Foi desenvolvido em câmara de fluxo laminar, submetida

eviamente (durante 15 a 30 minutos) à irradiação com luz ultra-violeta (280

), para que fosse minimizada a possibilidade de multiplicação bacteriana

s superfícies da câmara.

O método foi executado em linfócitos do sangue periférico separados

ravés do gradiente de separação Ficoll-Hypaque (metrizoato sódico).

Quando o sangue com anticoagulante é colocado sobre a mistura

coll-Hypaque e centrifugado, os elementos celulares dividem-se em duas

ções principais: granulócitos e eritrócitos sedimentados no fundo do tubo,

lulas mononucleares (85% linfócitos e 15% monócitos) e parte das plaquetas

e permanecem na interface entre o gradiente e o soro, podendo ser então

movidas (Boyum, 1968). Entretanto, se o sangue é previamente diluído o

ndimento de células mononucleares aumenta (Ford & Hunt, 1973).

Após a separação, os linfócitos são submetidos a processo de

vagem para eliminação de resíduos do Ficoll-Hypaque, e ressuspensos em

eio de cultura, ficando em condições de serem cultivados "In vitro".
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7.2.1. Técnica

. Colhe-se em condições de esterilidade, 7,0 ml de sangue venoso,

utilizando tubo de coleta à vácuo heparinizado e siliconizado (Vacuntainer,

B.D.).

. Dilui-se o sangue total com igual volume de meio de cultura estéril (RPMI

1640) a 37°C e homogeneíza-se suavemente com pipeta de Pasteur.

. Coloca-se o sangue diluído, lenta e cuidadosamente, sobre 7,0 ml de

FicollHypaque. Centrifuga-se a 400 g (1400 rpm) durante 30 minutos, na

temperatura ambiente.

. Após centrifugação verifica-se a formação de camadas distintas: superior,

contendo plasma e plaquetas; interface, contendo células mononucleares

(90% linfócitos), média gradiente Ficoll-Hypaque e Inferior, contendo

granulócitos e hemácias.

. Com pipeta de Pasteur aspira-se, cuidadosamente, a camada de

linfócitos transferindo-a para um tubo cônico estéril (esta fase é crítica, pois

o volume de linfócitos é pequeno e pode ocorrer contaminação, não

desejada, com as camadas superior ou média).

. Ressuspendem-se as células com solução salina isotônica. Centrifuga-se

a 200 g (1000 rpm) durante 10 minutos, despreza-se o sobrenadante,

repetindo-se o processo por duas vezes.
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. Ressuspendem-se as células com 1,0 ml de meio de cultura e procede-se

contagem desta suspensão utilizando diluidor automático (Celm, modelo

A 500) e contador automático (Celm, modelo CC 510).

. Avalia-se a viabilidade dos linfócitos com azul de Trypan a 2%

rypan Blue 2%). 0 método baseia-se na capacidade de células vivas repelirem

corante (Fig. 3) (Ford & Hunt. 1973).

. Dilui-se a suspensão de células com meio de cultura enriquecido com

ro AB humano (na concentração de 15%), inativado pelo calor, para obter

ncentração de 2,5 x 106 linfócitos/ml.

. Prepara-se a placa de cultura (marca - Corning), colocando-se em cada

ço 0,1 ml de meio de cultura e os estimulantes, em concentração

terminadas em experimentos tipo dose-resposta, que serão descritos

steriormente.

FIGURA 3- TESTE DE VIABILIDADE DOS LINFÓCITOS: LINFÓCITOS VIÁVEL, NÃO CORADO PELO "AZUL DE TRYPAN ( - >). E

CÉLULAS INVIÁVEIS CORADAS PELO REAGENTE (--->).
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Adiciona-se a cada poço, Id preparado, 0,1 ml da suspensão de células

(2,5 x 105 linfócitos por poço), preparando-se culturas triplicatas de 0,2 ml

cada segundo o protocolo:

a) Controle: contendo 2,5 x 105 linfócitos

b) PHA: contendo 2,5 x 105 linfócitos + PHA

c) PHA/PCR: contendo 2,5 x 105 linfócitos + PHA + PCR

d) ConA: contendo 2,5 x 105 linfócitos + ConA

e) ConA/PCR: contendo 2,5 x 105 linfócitos + ConA + PCR

f) PCR: contendo 2,5 x 105 linfócitos + PCR

. As placas foram fechadas e incubadas a 37°C, em ambiente úmido e com

CO2 A. concentração aproximada de 5% durante 3 dias.

Esta condição particular foi conseguida, através de "incubadora" de

acrílico confeccionada na oficina de precisão da FMRP, contendo vias de

entrada e saída de mistura de ar e CO2 e recipiente com água destilada

para manutenção da umidade.

. . Dezesseis horas antes do término do período de incubação das células

adiciona-se 0,5 microcuries de 3H-timidina.
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. Completado o tempo de cultura procede-se à coleta das células utilizando- se

coletor automático "Automated Cell Harvester" (este aparelho aspira as

células e lava os poços seqüencialmente com salina, TCA 5% e metanol

absoluto, recolhendo os linfócitos em papel de filtro (Fiber-Glass).

. Cada poço coletado tem uma área correspondente no papel de filtro ,que é

então recortado e colocado em frasco para cintilação líquida ,no qual se

adiciona líquido de cintilação e conta-se a radioatividade com auxílio de

espectômetro de cintilação líquida Beckman LS150,durante 10 minutos por

frasco .

7.2.2. Reagentes

. Meio de cultura

Utilizou-se RPMI com glutamina sem bicarbonato de sódio, liofilizado

(Lote 10077 - Flow Laboratories USA), contendo soro humano AB inativado, na

concentração de 15%, penicilina 150 UI/ml, estreptomicina 80 µg/ml,

bicarbonato de sódio 2,0 g/litro e tampão biológico HEPES - 20 mM/I (INLAB -

PM: 238,31 - lote 812940).

. Mistura Ficoll-Hypaque

Hypaque de sódio 50%................................. 100 ml

Ficoll solução a 9% ......................................345 ml
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Água deionizada .........................................47,5 ml

- Hypaque - Wintrop Products (New York - USA)

- Ficoll - PM: 40 x 104 - Sigma Chemical Company - USA

A solução foi mantida à temperatura ambiente em frasco escuro, e

esterilizada no momento em que foi utilizada.

Densidade final da mistura 1075 mg/ml.

 Azul de Tripan

Trypan Blue - Direct Blue 15 - Sigma Chemical Company. Lote:

015F00601.

 3H - Timidina

Thymidine methyl - 3H PM: 242,2 - Concentração: 0,036 mg/ml.

Atividade específica: 6,7 Curies/mM - solução aquosa estéril. New England

Nuclear - Radiochemical Specifications.

 PPO 2,5 - Diphenyloxazole - PM anidro: 221,3.

 POPOP 2,2' p-phenylen bis (5-phenyloxazol) - PM: 364,41.
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• Tolueno: Merk

7.2.3. Mitógenos

Fitohemaglutinina: (1%) PHA: Bacto (Difco Laboratories) Lote: 3110-56.

Concanavalina A: ConA: Sigma Chemical Company. Lote: C-2010.

7.2.4. Proteína C-Reativa (PCR)

Os cristais de PCR em sulfato de amônio foram suspensos em meio

e cultura estéril (sem soro humano) e aplicados em coluna de G-25 (0,9 cm

e diâmetro por 5,0 cm de altura) e filtrados, para a obtenção de PCR pura,

mediatamente antes do uso da solução nas culturas de linfócitos.

Durante a filtração colhem-se amostras de 0,3ml cada num total de

0 amostras. Determinam-se as amostras que contem PCR através do

oomassie.

As amostras coomassie positivas são agrupadas e diluídas para

erem usadas no teste de linfoproliferação(Fig. 4).
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FIGURA 4 - FILTRAÇÃO EM GEL 0-28 E APRESENTAÇÃO DAS AMOSTRAS CONTENDO PROTEÍNA-C-REATIVA.

CORADAS EM AZUL (NÚMEROS 6, 7 E 8).

7.2.5. Placas de culturas

Foram utilizadas placas de acrílico, estérieis com 96 poços cada, de

undo plano e com tampa (marca Corning, Lot. nº 25860 - New York - USA).

7.2.6. Esterilização dos reagentes

Todos os reagentes foram esterilizados pela passagem através de
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filtros estéreis (GA-3 Metricell 0,2 m/, diâmetros 25 e 50mm), para utilização

Imediata.

7.2.7. Antígeno de Mitsuda - Mitsudina

Suspensão contendo 60 x 106 bacilos/ml - frascos de 2,0 ml,

mantidos a temperatura de 4°C. Lot.: 10/89. Microbase (fornecido pelo

Hospital Lauro de Souza Lima-SP).

8. Experimento Dose-Resposta Para Determinação da

Concentração de Proteína-C-Reativa (PCR) a Ser Utilizada

nas Culturas

Estes experimentos foram realizados com o objetivo de determinar a

concentração mínima de PCR que não fosse inibitória ou estimulante da

biastogênese de linfócitos, ou seja, os resultados da linfoproliferação na

presença de PCR deveriam ser semelhantes aos das culturas controles.

Assim, desenvolveu-se o teste em 35 indivíduos sendo: 13 doentes

de hanseníase virchowiana, 13 doentes de hanseníase tuberculóide e 9

indivíduos controles normais, cujos resultados se encontram nas Tabelas IV,

V. VI e Figura 5.

Após a separação dos linfócitos, seguindo a técnica anteriormente

descrita (7.2.1) foram preparadas culturas triplicatas (0,2 ml cada) seguindo
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o protocolo:

- Culturas controles: 2,5 x 105 linfócitos

- Culturas PCR1: 2,5 x 105 linfócitos + PCR 5,0 µg/ml

- Culturas PCR2: 2,5 x 105 linfócitos + PCR 10,0 µg/m1

Culturas PCR3: 2,5 x 105 linfócitos + PCR 20,0 µg/ml

Utilizou-se a PCR preparada segundo Item 7.2.4.

A quantificação da resposta celular foi feita utilizando-se o quociente

médio entre a contagem da emissão de radiação por minuto (cpm - medido em

contador de cintilação) na presença e na ausência de PCR, o que representa a

proporção de incorporção de timidina ou proliferação celular, definindo o

índice de estimulação (IE).

cpm na presença de PCR
I E =

cpm na ausência de PCR

Os resultados em cpm e os respectivos índices de estimulação

encontram-se nas Tabelas IV, V e VI e Figura 5.

A análise dos resultados mostra que as concentrações de PCR

utilizadas não foram inibitórias nem estimulantes do teste de proliferação de

linfócitos, em doentes virchowianos, tuberculóides e controle normais. A

análise de variância de Friedman aplicada aos dados demonstrou não haver
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diferenças significantes entre as três concentrações de PCRna

linfoproliferação de virchowianos (x2r = 0,50, p > 0,70 n.s./x2r; 0,05 =

5,99), tuberculóides (x2r = 3,85, p > 0,10 n.s.) e controles (x2r .= 5,17, p>

0,05 n.s.).

Diante destes achados optou-se pela concentração de 5,0 µg de

PCR, por ser a menor dose.

FIGURA 5 - RESULTADOS DA LINFOPROLIFERAÇÃO ESTIMULADA PELA PROTEÍNA-C-REATIVA, EM
DIFERENTES CONCENTRAÇÕES, EM DOENTES DE HANSENÍASE E INDIVÍDUOS NORMAIS.
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TABELA IV - CONTAGENS POR MINUTO(CPM) E ÍNDICES DE ESTIMULAÇÃO (IE) DA

LINFOPROLIFERAÇÃO DE DOENTES DE HANSENÍASE VIRCHOWIANA, EA

DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE PROTEÍNA-C-REATIVA (PCR).
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TABELA V - CONTAGENS POR MINUTO (CPM) E ÍNDICES DE ESTIMULAÇÃO(IE)DA

LINFOPROLIFERAÇÃO DE DOENTES DE HANSENÍASE TUBERCULÓIDE, EM

DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE PROTEÍNA-C-REATIVA (PCR)
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TABELA VI - CONTAGENS POR MINUTO(CPM) E INDICES DE ESTIMULAÇÃO (IE) DA

LINFOPROLIFERAÇÃO DE INDIVÍDUOS NORMAIS, EM DIFEFRENTES

CONCENTRAÇÕES DE PROTEÍNA-C-REATIVA (PCR)
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9. Experimento Dose-Resposta para Determinação da

Concentração de Fitohemaglutinina (PHA) e

ConcanavalinaA a Ser Utilizada nas Culturas

Foi realizado o experimento com doses variadas dos mitógenos

fitohemoglutinina e concanavalina-A com o objetivo de verificar a dose ideal

estimulatória da biastogênese. Colheu-se o sangue de dois indivíduos

normais, como descrito anteriormente.

Após a separação dos linfócitos, seguindo toda metodologia descrita

no item 7.2.1., foram preparadas culturas triplicatas (0,2 mi cada) seguindo o

protocolo:

A - Culturas Controles: 2,5 x 105 linfócitos

B - Culturas PHA1: 2,5x105 linfócitos + PHA 2,0 µg/mi

C - Culturas PHA2: 2,5x105 linfócitos + PHA 5,0 µg/mi

D - Culturas PHA3: 2,5x105 linfócitos + PHA 10,0 µg/ml

E - Culturas PHA4: 2,5x105 linfócitos + PHA 20,0 µg/ml

F - Culturas PHA5: 2,5x105 linfócitos + PI IA 100,0 µg/ml
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G - Culturas ConA1 2,5x105 linfócitos + ConA 1,0 µg/ml

H - Culturas ConA2 2,5x105 linfócitos + ConA 2,0 µg/m1

I - Culturas ConA3 2,5x105 linfócitos + ConA 5,0 µg/ml

J - Culturas ConA4 2,5x105 linfócitos + ConA 10,0 µg/m1

L - Culturas ConA5 2,5x105 linfócitos + ConA 25,0 µg/ml

O experimento foi desenvolvido em placas para cultura de células

(Corning) que foram fechadas e incubadas a 37°C, em ambiente úmido e com

CO2 à concentração aproximada de 5%, durante 3 dias.

Dezesseis horas antes do término do período de incubação das

células adicionou-se 3H timidina.

Os resultados foram avaliados pela contagem de radioatividade em

espectômetro de cintilação líquida.

Os resultados em cpm e os respectivos índices de estimulação

encontram-se na Tabela VII.



44

TABELA VII - RESULTADOS EM CPM E RESPECTIVOS ÍNDICES DE ESTIMULAÇÃO (IE) DA

LINFOPROLIFERAÇÃO DE INDIVÍDUOS NORMAIS, ESTIMULADA PELOS

MITÍGENOS FITOHEMAGLUTININA E CONCANAVALINA-A.

Observando os resultados nota-se que nas condições do experimento

os mitógenos PHA e ConA apresentam maior atividade linfoproliferativa nas
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concentrações de 20,0 µg/ml e 10,0 µg/ml,respectivamente.

Deste modo, utilizaram-se as concentrações de PHA-20 µg/ml e

ConA 10,0 µg/ml, no desevolvimento do projeto.

10. Análise Estatística

Para analisar os resultados do experimento dose-resposta utilizou-

se o Teste de Friedman.

Os resultados da biastogênese de linfócitos, dos três grupos

estudados, sob os mitógenos PHA e ConA, na presença ou ausência de PCR,

foram avaliados pelo método de Wilcoxon.

Na avaliação dos níveis de PCR no soro e da resposta biastogênica

de doentes com reação e sem reação hansênica utilizou-se o método de Mann

Whitney.

Estudou-se a correlação entre resultados da linfoproliferação e

concentrações de PCR, e das concentrações séricas de TNF e PCR, pelo do

coeficiente de correlação(r) de Spearman.
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Como foram utilizadas diferentes metodologias para o

desenvolvimento do projeto os resultados serão apresentados,

parceladamente, seguindo a ordem de descrição dos métodos.

1. Determinação da Concentração de Proteína-C-Reatava (PCR) no

Soro dos Grupos Estudados

Na Tabela VIII observa-se que foi diferente a distribuição dos

níveis de PCR, representados pela média (X) e Erro Padrão da Média

(EPM),em mg/ dl, nos três grupos. Nos virchowianos (grupo I)foram

encontradas as maiores concentrações de PCR sérico, sendo a média de

1,84 mg/dl ± 0,39, enquanto nos tuberculóides esta concentração é menor

(X ° 0,86 mg/dl ± 0,11) e se aproxima dos níveis dos grupo controle (X - 0,68

mg/dl ± 0,03 ).
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TABELA VIII - CONCENTRAÇÕES DE PROTEÍNA-C-REATIVA - PCR (mg/dl) NO SORO DOS
GRUPOS ESTUDADOS.
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Se no grupo I os resultados são analizados considerando a

presença da reação hansêncica, nota-se que virchowianos em reação

apresentaram níveis de PCR sérico elevados (X - 3,48 mg/dl ± 0,76)

comparados aos dos não reacionais, cujas concentrações foram

semelhantes as do grupo controle (X = 069 mg/dl ± 0,02). A diferença entre

este valores é altamente significante (p < 0,00003), o que sugere que a

reação hansênica induz ao aumento da produção e liberação de PCR nos

doentes virchowianos, (Tabela XI e Figura 6).Apesar do interresse de

investigar se há associação entre níveis séricos de PCR e tipo de reação

hansênica, este estudo foi prejudicado porque a maioria dos virchowianos

em reação (10/12) apresentou-a do tipo eritema nodoso,(Tabela I)

FIGURA 6 - CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNA-C-REATIVA (PCR) EM mg/dl NO SORO
DE DOENTES VIRCHOWIANO.
V=hanseníase e virchowiana

VR virchowianos reacionais
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No grupo II entretanto, foi observado que as concentrações de

proteína-c-reativa no soro de tuberculóides em reação tendem a ser menores

(X = 078 mg/dl 0,05) do que tórpidos (X = 0,89 mg/dl ± 0,16), porém esta

diferença não foi estatisticamente significante. Estes resultados favorecem a

hipótese de que a reação em doentes tuberculóides não interferiria com a

produção de PCR, sendo semelhantes os níveis desta proteína na presença

ou não de reação (Figura 7).

As concentrações de PCR oscilaram em torno da média na maioria

dos controles (n =19) em apenas três deles (n°s. 4,5 e 11) os valores

afastaram- se do valor médio, (Tabela VIII e Figura 8).

Para verificar a influência da reação hansênica na concentração

sérica de proteína-C-reativa foi feito estudo estatístico (Mann Whitney) para

comparar os valores das formas reacionais e não reacionais com os do grupo

controle.

Notou-se que virchowianos reacionais (Mediana M=2,71mg/d1)

apresentam probabilidade elevada (p < 0,0001)de concentrações séricas de

PCR maiores que as do grupo controle (M=0,65mg/dl), enquanto estas

concentrações tendem a ser semelhantes às do grupo III em virchowianos

sem reação (M=0,65mg/ml).

As concentrações de PCR no soro de tuberculóídes em reação

(M=0,75mg/d1) tendem a ser semelhantes às dos grupo controle (M=0,65mg/



FIGURA - CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNA-C-REATIVA (PCR) EM mg/dl NO SORO DE
DOENTES TUBERCULÓIDES.
TT = tubercuióde tórpido
TR= tuberculóide em reação

FIGURA 8- CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNA-C-REATIVA (PCR) EM mg/dl NO SORO
DO GRUPO CONTROLE.
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dl), assim como as de tuberculóide não reacional (M=0,70mg/dl); portanto

na hanseniase tuberculóide os níveis de PCR são semelhantes aos do grupo

controle, independente da presença ou não de reação hansênica.

2. Concentração Serial do "Fator de Necrose Tumoral" (Tumor Necrosis

Factor) - aTNF nos Grupos Estudados

As concentrações de aTNF, em picogramas por mililitro-pg/ml, no

soro de doentes e controles encontram-se na Tabela IX. Nota-se que são

maiores as concentrações séricas no grupo I (M=9,4 pg/ml) em relação ao

grupo III (M=6,9 pg/ml). Comparando-se estas medianas, pelo método de

Mann Whitney, havia 95% de probabilidade de maiores níveis de aTNF nos

virchowianos do que nos controles (significaste ao nível de p < 0,0001).

Considerando os resultados de doentes com e sem reação

hansênica verifica-se, na Tabela XI e Figura 9, que os 12 virchowianos com

reação apresentaram concentrações elevadas de aTNF - M=112,9pg/ml, que

diminuem acentuadamente nos pacientes sem reação (M=8,2pg/ml). Pela

análise estatística observa-se que as concentrações séricas de aTNF são

maiores em virchowianos com ou sem reação quando comparadas aos

valores do grupo controle, sendo as diferenças significantes ao nível de

p<<0,00001 e p<_0,0003, respectivamente.



FIGURA 9 - CONCENTRAÇÕES DE FATOR DE NECROSE TUMORAL-TNF (pg/ml) NO
SORO DE VIRCHOWIANOS.
V = virchowianos
VR = virchowianos reacionais

53
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TABELA IX - DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇO DE aTNF (pg/ml) NO SORO DOS

GRUPOS ESTUDADOS.

M = MEDIANA
CPM = CONTAGENS POR MINUTO

B = BOUND

T = TOTAL DE CPM EMITIDO PELO ANTI aTNF-I125

PG/ML = PICOGRAMA/MILILITRO

* = REAÇÃO HANSÊNICA
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Na Tabela IX nota-se ainda, que os valores máximos de aTNF sérico

foram encontrados nos doentes nos. 3 e 4 do grupo I, que estavam com

reação tipo eritema nodoso quando foi realizado este exame.

Os resultados da medida de aTNF sérico oscilaram, em torno do

valor médio (M=12,4pg/ml) na maioria dos doentes de hanseníase

tuberculóide, apenas quatro deles apresentaram níveis variando entre 48,0 a

52,0 pg/ml (pacientes nas. 7, 9, 16 e 21) dos quais dois (nas. 7 e 21)

apresentavam surto de reação, como mostra a Tabela II.

Analisando separadamente os resultados de aTNF sérico em

tuberculóides com e sem reação as medianas são semelhantes, M=13,7 e

12,3pg/m1 respectivamente (Tabela XIV), mas em relação ao grupo controle

observou-se 95% de probabilidade de maiores concentrações de aTNF em

doentes tuberculóides com ou sem reação (p < 0,00001), sugerindo que os

níveis de aTNF podem estar relacionados à presença da doença, porém não

foram significantemente alterados quando os doentes tuberculóides

apresentaram reação hansênica (Figura 10).

FIGURA 10 - CONCENTRAÇÃO DO FATOR DE NECROSE TUMORAL-TNF (pg/ml) NO
SORO DE DOENTES TUBERCULÓIDES.
TT = tubercuiaide tórpido
TR = tuberculóide reacional
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No grupo controle a determinação de aTNF revelou valores

menores e uniformemente distribuídos, média e mediana de 6,9 pg/ml,

favorecendo a hipótese de que aTNF não é espontaneamente secretado

(Figura 11).

FIGURA 11 - CONCENTRAÇÃO DE FATOR DE NECROSE TUMORAL-TNF (pg/m1)

NO SORO DO GRUPO DE CONTROLE.

Utilizou-se o teste de Mann Whitney para a análise estatística

destes resultados.
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3. Correlação Entre Concentrações Séricas de Proteína-C-Reativa e Fator

de Necrose Tumoral

Os resultados das Tabelas VIII e IX sugerem associação entre as

concentrações séricas de proteína-C-reativa e aTNF. Esta possível associação

se evidencia quando são cotejados os valores observados em virchowianos

com e sem reação (Tabela XI).

Para avaliar esta associação utilizou-se o coeficiente de

correlação- r (Spearman), que comparou as concentrações séricas de TNF e

PCR em cada indivíduo dos grupos estudados.

Em virchowianos (grupo I) encontrou-se associação entre os

valores de aTNF e PCR (r=0,943) e esta correlação é maior entre os doentes

com_ reação hansênica (r = 0,982), muito próximo do valor 1,0, que indica

100% de associação entre os dados, enquanto em pacientes sem reação a

correlação é pequena (r = 0,041). A correlação positiva entre os dados indica

que em virchowianos quando níveis de PCR aumentam há aumento

proporcional das concentrações de aTNF.

Em doentes tuberculóides (grupo II) também havia correlação

positiva entre níveis séricos de aTNF e PCR, especialmente quando são

considerados os resultados de pacientes com reação (r = 0,884). 0 coeficiente

de correlação foi menor em tuberculóides sem reação (r = 0,676), indicando

que existe associação entre níveis séricos de PCR e aTNF em doentes com

reação, porém esta associação tende a ser causal quando se considera

apenas a forma polar da doença (r=0,566).
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No grupo controle o coeficiente de correlação (r°0,4271) foi positivo

sugerindo que em indivíduos normais as concentrações de aTNF e PCR

poderiam estar associadas.

. Resultados da Slastogênese de Linfócitos de Virchowianos

Os resultados da biastogênese de linfócitos de virchowianos,

epresentados pela média das contagens das triplicatas (cpm) e pelos

espectivos índices de estimulação (IE= quociente entre o cpm médio das

ulturas estimuladas pelo cpm médio das culturas controles), das culturas

ontrole (sem estímulo) e estimuladas. encontram-se na Tabela X e Figuras

2 e 13. Considerou-se que IE > 2,0 são indicativos de blastogênese.

4.1. Linfoproliferação sob estímulo de fitohemaglutina - PHA

Na Tabela X e Figura 12, observa-se que foi discreta a ação

itogênica da PHA (M=3,0) em linfócitos de virchowianos, cultivados em

eio de cultura contendo 15% de soro AB inativado pelo calor, apesar de

ue apenas seis doentes (nºs. 11, 14, 19, 20, 21 e 28) apresentaram IE < 2,0.

ndices elevados (> 10,0) foram observados em sete pacientes (nºs. 7, 9, 10,

2, 23, 24, 25) sendo que quatro deles estavam em reação (nºs. 22, 23, 24,

5).
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Considerando separadamente os resultados de virchowianos com

ou sem hansênica, nota-se que sob estímulo de PHA as respostas de

doentes com e sem reação foram semelhantes (M = 3,0 para ambos), Tabela

XI e Figura 12.

TABELA X - MÉDIAS DAS CONTAGENS DAS TRIPLICATAS (cpm) E RESPECTIVOS

ÍNDICES DE ESTIMULAÇÃO (IE) DAS CULTURAS CONTROLES E

ESTIMULADAS PELA FITOHEMAGLUTININA (PHA)CONCANAVALINA-A (Con-

A) E PROTEÍNA-CREATIVA (PCR), DO TESTE DE LINFOPROLIFERAÇÃO DE

VIRCHOWIANOS.
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TABELA XI - ÍNDICES DE ESTIMULAÇÃO, CONCENTRAÇÕES SERICAS DE PROTEÍNA-C-

REATIVA E TNF EM VIRCHOWIANOS SEM E COM REAÇÃO HANSÊNICA.
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4.2. I.infoproliferação sob estímulo de PHA e proteína-C-reativa - PCR

A adição de PCR As culturas estimuladas pela PHA parece que

ende a diminuir a ação mitogênica da PHA, na maioria dos virchowianos

Tabela X e Figura 12), cujas medianas foram para PHA = 3,0 e PHA + PCR. =

,3.

IGURA 12 - ÍNDICES DE ESTIMULAÇÃO DAS RESPOSTAS LINFOPROLIFERATIVAS
DE VIRCHOWIANOS (V) E VIRCHOWIANOS REACIONAIS (VR),
ESTIMULADAS PELA FITOHEMAGLUTININA (PHA) E PHA ASSOCIADA À
PROTEÍNA-C-REATIVA (PHA+PCR).
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Observando isoladamente o comportamento dos linfócitos diante

dos estimulantes, nota-se que a maioria tende à depressão de resposta na

presença de PCR, com exceção de 8 pacientes (nºs. 4, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 27)

que até triplicaram os índices de estimulação na presença de PCR.

A análise estatística (Wilcoxon), delineada para avaliar os

resultados de cada indivíduo em situações diferentes, por exemplo paciente

na 1 resultado das culturas estimuladas pela PHA e pela PHA + PCR,

revelou que as diferenças entre os dois estímulos não são significantes (z=

0,83; p= 0,2033), ou seja, foi semelhante a blastogênese na presença de

PHA e de PHA + PCR.

Em virchowianos com reação os índices de estimulação foram

discretamente menores na presença de PCR, sendo as respectivas medianas

M=2,8 e M=2,3 para PHA e PHA+PCR. Nos sem reação (M=3,0) os indices

foram iguais, permanecendo inalterados pela adição de PCR, o que sugere

que PCR não interferiu com atividade mitogênica, induzida pela PHA, de

linfócitos de virchowianos reacionais ou não, (Tabela XI e Figura 12). A

análise estatística destes dados mostrou que a adição de PCR, à cultura de

linfócitos estimulados pela PHA, não interfere com a resposta de

virchowianos reacionais (z = 1,41; p = 0,0793) e não reacionais (z = 0,11; p =

0,4562).

4.3. Linfoproliferação Sob Estímulo da Concanavalina-A - ConA

A observação geral dos resultados da atividade blástica estimulada
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pela ConA mostra que linfócitos de virchowianos tendem a ser mais reativos

a este mitógeno (Tabela X e Figura 13), porém com menor amplitude de

variação, resultando em mediana maior (M-4,8) que a induzida pela PHA

(M=3,0).

Observa-se ainda (TabelaX), comparando-se as respostas pela PHA

e ConA, que 13 pacientes obtiveram índices maiores pela ConA (nos. 1, 2, 3,

4, 8, 9, 10, 11, 19, 20, 21, 26, 29) e em outros 13 doentes houve redução

dos IE na presença de ConA (nos. 5, 7, 12, 13, 15, 16, 18, 22, 23, 24, 25,

27, 30), enquanto não houve alteração da resposta em apenas quatro

virchowianos (n°s. 6, 14, 17 e 28).

Virchowianos não reacionais obtiveram respostas mitogênicas

menores (M=4,0) quando comparadas às dos doentes com reação (M-6,8),

indicando que durante a reação hansênica existe, em virchowianos, ultra

tendência a maior atividade linfoproliferativa estimulada pela ConA. (Tabela

XI e Figura 13).

4.4. Linfoproliferação pela ConA e PCR

Na Tabela X e Figura 13 observa-se que a adição de PCR reduziu

e 58% a resposta mitogênica da ConA em todos os virchowianos, exceção

o paciente n° 12.

A adição de PCR às culturas estimuladas pela ConA reduziu a

tividade blástica de M=4,8 para M- 2,0, o que indica que proteína-C-reativa



F

64

reduz a linfoproliferação induzida pela ConA.

Esta depressão de blastogênese induzida pela adição de PCR às

culturas de linfócitos de virchowianos estimulados pela ConA, foi analisada

estatisticamente (Wilcoxon) e revelou que proteína-C-reativa reduziu

significativamente a resposta linfoproliferativa de virchowianos (z = 4,21; p

≤ 0,000003).

Adicionalmente, foi encontrado que a associação de PCR às

culturas estimuladas pela ConA, reduziu também as respostas de

virchowianos com e sem reação hansênica. Observa-se na Tabela XI que

virchowianos sem e com reação apresentavam medianas de 4,0 e 6,8 sob

estímulo da ConA, a adição de PCR reduziu estas medianas para 2,8 e 2,0

respectivamente. Pela análise estatística (Wilcoxon) comprovou-se que esta

redução é significante em doentes sem reação (z = 2,98; p ≤ 0,0014) e com

reação (z = 3,06; p ≤ 0,00l 1). Logo, proteína-C-reativa tem capacidade

supressora da atividade blastogênica de linfócitos de virchowianos

estimulados pela ConA.

IGURA 13 - ÍNDICES DE ESTIMULAÇÃO DAS RESPOSTAS LINEOPROLI ERATIVAS DE
VIRCHOWIANOS (V) E VIRCHOWIANOS REACIONAIS (VR), ESTIMULADAS
PELA CONCANAVALINA-A (Con-A) E Con-A ASSOCIADA À PROTEÍNA-C-
REATIVA (ConA+PCR).
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4.5. Linfoproliferação Estimulada pela Proteína-C-Reativa - PCR

Nas Tabelas X e XI nota-se que PCR não altera a atividade

blastogênica de linfócitos de virchowianos, pois as respostas das culturas

estimuladas pela PCR são semelhantes das culturas controles.

Linfócitos de doentes com e sem reação hansênica respondem de

modo semelhante quando estimulados pela PCR (medianas iguais, M=1,0),

o que sugere que, na concentração utilizada, PCR não tem atividade

blastogênica ou tóxica na linfoproliferação de virchowianos.

4.6. Correlação Entre Índices de Estimulação e Concentração Sérica

de PCR

Para verificar se os resultados da linfoproliferação estavam

relacionados aos níveis séricos de PCR, calculou-se o coeficiente de

correlação- r (Spearman) entre índices de estimulação e níveis de PCR sérico.

Foram obtidos valores de r não significantes, logo os resultados da

blastogênese não se correlacionam com as concentrações séricas de PCR.
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TABELA XII - COEFICIENTE DE CORRELAÇÃO (L) ENTRE ÍNDICES DE ESTIMULAÇÃO
E PCR SÉRICO

5. Resultados da Biastogênese de Linfócitos de Doentes Tuberculóides

Os resultados da blastogênese de linfócitos de doentes

tuberculóides encontram-se na Tabela XIII e Figuras 14 e 15.

5.1. Linfoproliferação sob estímulo de PHA

A maioria dos doentes tuberculóides respondeu ao estímulo do PHA
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com indices > 2,0 (M= 5,0), apenas quatro pacientes (nas. 3, 11, 12 e 22)

obtiveram índices < 2,0, como se verifica na Tabela XIII e Figura 14.

Quando o grupo II foi dividido segundo a presença de reação

hansênica (Tabela XIV, observou-se que os tuberculóides sem reação

apresentaram linfoproliferação maior (M=8,0) que pacientes com reação

(M=3,8), o que pode sugerir que a reação deprime a resposta proliferativa de

linfócitos de doentes tuberculóides estimulados pela PHA.

5.2. Llnfoproliferação sob estímulo de PHA e PCR

A análise global dos resultados da blastogênese de doentes

tuberculóides (Tabela XIII e Figura 14) revela que quando se adicionou PCR

às culturas estimuladas pela PHA, as medianas foram M=5,0 e M=6,5, pelas

estimulações com PHA e PHA+PCR, respectivamente. A análise estatística

destes dados (Wilcoxon) revelou que sob estímulo de PHA e de PHA

associada à PCR a atividade blastogênica de linfócitos de tuberculóides foi

semelhante (z = 0; p ≤ 0,500).

Considerando a resposta dos doentes sem e com reação hansênica

(Tabela XIV), observa-se que a adição de PCR às culturas destes grupos

tende a modificar a resposta linfoproliferativa, elevando as medianas de 8,0

para 10,0 nos pacientes que não apresentavam reação hansênica e de 3,8

para 4,5 naqueles que estavam com reação.

Entretanto, pela análise estatística (Wilcoxon), não foi comprovado
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que PCR exerça efeito indutor de blastogênese em culturas de linfócitos de

tuberculóides estimulados pela PHA, sendo não significantes as diferenças

observadas na ausência (z = 0,06; p < 0,4761) e ria presença de reação

hansênica (z = 0,28; p ≤ 0,3897).

FIGURA 14 - ÍNDICES DE ESTIMULAÇÃO DAS RESPOSTAS LINFOPROLIFERATIVAS

DE DOENTES TUBERCUILÓIDES TÓRPIDOS (TT) E REACIONAIS (TR),

ESTIMULADAS PELA FITOHEMAGLUTININA (PHA) E PHA ASSOCIADA .

PROTEÍNA-C-REATIVA (PHA+PCR).
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5.3. Linfoproliferação sob estímulo da ConA

Sob estímulo da ConA a resposta linfoproliferativa da maioria dos

doentes tuberculóides (19) foi eficiente, índices > 2,0, apresentando valor

médio M=4,0. Quatro doentes apenas apresentaram índices < 2,0 (nas. 2,

11, 12, 22), (Tabela XIII e Figura 15).

Nos tuberculóides tórpidos a proliferação linfática tende a ser

maior (M-3,5) que nos reacionais (M= 2,5), indicando que o estado de reação

hansênica pode deprimir a resposta imunecelular induzida pela ConA em

doentes tuberculóides, (Tabela XIV e Figura 15).

5.4. Linfoproliferação sob estímulo da ConA e PCR

Na Tabela XIII e Figura 15 nota-se que quando se adiciona PCR às

ulturas de linfócitos de doentes tuberculóides estimulados pela ConA, a

esposta linfoproliferativa tende a diminuir (M=3,0) e esta redução foi

statisticamente significante (z = 2,92; p ≤ 0,0018), demonstrada pelo teste

e Wilcoxon, no qual se comparou individualmente as respostas para ConA e

onA + PCR, sugerindo que PCR reduz a atividade mitogênica induzida pela

onA em pacientes do grupo II.

Analisando a influência da reação hansênica sobre a blastogênese

stimulada pela ConA + PCR (Tabela XIV), foi encontrado que PCR tende a
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reduzir a atividade blástica induzida pela ConA em tuberculóides sem e com

reação hansênica (respectivas medianas: 3,0 e 2,3), sendo que a depressão

da resposta de tuberculóides sem reação foi estatisticamente signifìcante (z

= 2,44; p ≤ 0,0073) e dos reacionais não significante (z = 0,98; p ≤ 0,1635).

Estes resultados sugerem que PCR reduz a blastogênese

estimulada pela ConA, porém não interfere na resposta de doentes

tuberculóides com reação.

FIGURA 15 - ÍNDICES DE ESTIMULAÇÃO DAS RESPOSTAS
LINPOPROLIFERATIVAS DE TUBERCULÓIDES TÓRPIDOS (TT) E
REACIONAIS (TR), ESTIMULADAS PELA CONCANAVALINA-A (Con-A)
E PELA Con-A ASSOCIADA À PROTEÍNA-C-REATIVA (CONA+PCR).
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TABELA XIII - MÉDIAS DAS CONTAGENS DAS TRIPLICATAS (cpm) E
RESPECTIVOS INDICES DE ESTIMULAÇÃO (IE) DAS CULTURAS
CONTROLES E ESTIMULADAS PELA FITOHEMAGLUTININA (PHA)
CONCANAVALINA-A (Con-A) E PROTEÍNA-C-REATIVA (PCR), DO
TESTE DE LINFOPROLIFERAÇÃO DE TUBERCULÓIDES.

T = TUBERCULÓIDE TÓRPIDO

Tr= TUBERCULÓIDE REACIONAL.
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TABELA XIV - INDICES DE ESTIMULAÇÃO, CONCENTRAÇÕES SÉRICAS DE PROTEÍNA-
C-REATIVA E TNF EM TUBERCULÓIDES COM E SEM REAÇAO
HANSÊNICA.
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5.5. Linfoproliferação sob estímulo de PCR

Proteína-C-reativa não interferiu com a resposta linfoproliferativa

de doentes tuberculóides, como pode ser observado nas Tabelas XIII e XIV.

Linfócitos de pacientes do grupo II, com ou sem reação hansênica, reagiram

sob estímulo de PCR de modo semelhante às culturas controles (sem

estimulo), sendo suas medianas iguais e de valor 1,0.

5.6. Correlação entre índices de estimulação e concentração sérica de

PCR

Calculou-se o coeficiente de correlação, (Spearman), para observar

se poderia existir correlação entre as concentrações séricas de PCR e resposta

blastogênica para cada estimulante utilizado.
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Foi observado que não há correlação entre índices de estimulação

pela PHA e níveis de PCR sérico (r = 0,2977; z = 1,1139; p ≤ 0,1292),

enquanto sob estimulo de PHA + PCR os índices de estimulação estão

negativamente correlacionados com níveis de PCR (r = -0,6667; z = -1,7639;

p ≤ 0,0392) significante a 5%.

A estimulação pela ConA não se correlaciona com PCR sérico (r =

0,1102; z = 0,4124; p ≤ 0,3409), assim como os índices de estimulação

obtidos pela ação de ConA + PCR (r = -0,3458; z = -0,9149; p ≤ 0,1814).

6. Resultados da Blastogênese de linfócitos do Grupo Controle

Na Tabela XV e Figuras 16 e 17 encontram-se os resultados da

blastogênese de linfócitos de indivíduos normais, cultivados em meio de

cultura contendo 15% de soro AB normal inativado pelo calor.

6.1. Linfoproliferação sob estímulo de PHA

Inicialmente observa-se na Tabela XV e Figura 16 que linfócitos de

odos indivíduos normais (grupo III) responderam à PI-IA com índices > 2,0,

maioria maior que 10,0, apenas seis obtiveram 1E < 10,0, sendo a

ediana M= 15,0.
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Estes resultados mostram que linfócítos de indivíduos normais

foram mais proliferativos ao mitógeno PHA do que as células T dos doentes

de hanseníase.

6.2. Linfoproliferação sob estímulo de PHA e PCR

A análise da Tabela XV e Figura 16 mostra que, tende a ser

emelhante a linfoproliferação de indivíduos normais sob estímulo de PHA

M= 15,0) e PHA + PCR (M= 15,0).

Na Figura 16 nota-se que adição de PCR às culturas estimuladas

ela PHA, aumentou a resposta blastogênica de alguns indivíduos (nos. 1,

, 3, 11, 15) e reduziu a de outros também (n° 12, 13, 14, 16, 17),

correndo uma compensação entre as variações de maneira que o valor

ediano permaneceu inalterado.

Comparando-se estes dados pela análise estatística (Wilcoxon), foi

bservado que os resultados da estimulação pela PHA e PHA + PCR são

guais (z = 1,05; p ≤ 0,1492).

Na Tabela XVI e Figura 16 nota-se que linfócitos de indivíduos

ontroles Mitsuda negativos foram mais reativos à PHA (M=21.8) que os

itsuda positivos (M=14). A adição de PCR às culturas deprimiu em 47% a

nfoproliferação induzida pela PI-lAnos Mitsuda-negauvos (M=10,3); enquanto

os Mitsuda - positivos, ao contrário, houve 53% da estimulação blastogênica



FIGURA 16 - ÍNDICES DE ESTIMULAÇÃO DAS RESPOSTAS LINFOPROLIFERATIVAS
DOS INDIVÍDUOS CONTROLES, ESTIMULADAS PELA
FITOHEMAGLUTININA (PHA) E PHA ASSOCIADA À PROTEÍNA-C-REATIVA
(PHA+PCR).

6.3. Linfoproliferação sob estímulo da ConA

A observação da Tabela XV e Figura 17 mostra que a estimulação,
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pela Concanavalina A, das culturas de linfócitos do grupo controle foi

discreta (MI=3,0), com predomínio de índices <5,0 apenas quatro culturas

tiveram índices > 5,0 (nOs. 2,5,10,11).

TABELA XV - MÉDIA DAS CONTAGENS DAS TRIPLICATAS (cpm) E RESPECTIVOS
ÍNDICES DE ESTIMULAÇÁO (IE) DAS CULTURAS CONTROLES E
ESTIMULADAS PELA FITOR'EMAGLUTININA (PRA) CONCANAVALINA-A
(Con-A) E PROTEÍNA-C-REATIVA (PCR) DO TESTE DE
LINFOPROLIFERAÇÃO DO GRUPO CONTROLE.
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TABELA XVI - ÍNDICES DE ESTIMULAÇÃO, CONCENTRAÇÕES SÉRICAS DE
PROTEÍNA-C-REATIVA E TNF NOS CONTROLES MITSUDA NEGATIVOS
E POSITIVOS.
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Outro aspecto interessante é que sob estímulo da ConA, a

resposta proliferativa de linfócitos de indivíduos normais (M=3,0) foi menor

que a de doentes de hanseníase (M=4,8 e M=4,0 para virchowianos e

tuberculóides, respectivamente), ao contrário da atividade blástica induzida

pela PHA, indicando que sob estímulo da ConA linfócitos do grupo controle

são menos reativos que linfócitos dos grupos I e II.

6.4. Linfoproliferação sob estimulo da ConA e PCR

Adicionando-se proteína-C-reativa (PCR) às culturas de linfócitos

estimuladas pela ConA observa-se na Tabela XV e Figura 17, tendência a

redução da resposta bastogênica (M=2,0). A maioria dos valores dos IE

diminuiu ou permaneceu inalterada pela adição de PCR, apenas dois valores

aumentaram discretamente (nºs. 3 e 12).

Analisando estatisticamente (Wilcoxon) as diferenças entre estas

estimulações, observou-se que PCR diminui significativamente a resposta

linfoproliferativa de indivíduos normais estimulada pelas ConA (z = 3,43; p ≤

0,00023).

Proteína-C-reativa foi depressora da atividade linfoblástica

estimulada pela ConA nos três grupos estudados, sendo esta depressão mais

acentuada nos virchowianos (58%) e aproximadamente igual nos

tuberculóides (25%) e controles (30%).

No entanto, se os resultados do grupo controle forem analisados
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segundo a resposta da reação de Mitsuda (Tabela XVI e Figura 17), observa-

se que os Mitsuda-negativos apresentaram índices menores (M=2,0) que os

Mitsuda-positivos (M=3,0), para a ConA. A associação de PCR As cubaras

estimuladas pela ConA reduziu em 50% a linfoproliferação dos indivíduos

Mitsuda-negativos (M=1,0); enquanto nos Mitsuda-positivos a PCR não

alterou a blastogênese induzida pela ConA (M=3,0).

FIGURA 17 - INDICES DE ESTIMULAÇÃO DAS RESPOSTAS LINFOPROLIFERATIVAS
DOS INDIVÍDUOS CONTROLES, ESTIMULADAS PELA CONCANAVALINA-A
(Con-A) E Con- -A ASSOCIADA À PROTEÍNA-C-REATIVA (PHA+PCR).
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6.5. Linfoproliferação sob estímulo da PCR

Línfócitos de indivíduos normais, sob estímulo de proteína-C-

reativa, apresentaram atividade blástica semelhante às culturas controles,

medianas dos IE igual 1,0 (Tabelas XV e XVI ), sugerindo que PCR não

interfere na atividade blatogênica de linfócitos do grupo controle, assim

como dos grupos I e II.

Analisando os resultados da blastogênese segundo os mitógenos,

observa-se que a ação mitogênica da PHA foi mais acentuada nos indivíduos

controles Mitsuda-negativos (M=21,8), diminuindo nos Mitsuda-positivos

(M-14.0), nos doentes tuberculóides tórpidos (M=8.0) e reacionais (M=3.8).

Os menores índices de estimulação foram dos pacientes virchowianos, com

ou sem reação hansênica (M=3,0).

Com a adição de PCR às culturas estimuladas pela PHA a

resposta linfoproliferativa variou segundo a forma da doença e a reação de

Mtisuda. Nota-se na Figura 18, que houve tendência à redução de 24% desta

resposta em virchowianos reacionais e de 47% nos controles Mitsuda-

negativos, enquanto nos tuberculóides e controles Mitsuda-positivos (M+)

houve tendência a aumento da blastogênese. A associação de PCR aumentou

a proliferação de tuberculóides tórpidos em 25%, dos T reacionais em 18% e

dos controles M+ em 53%.



FIGURA 18 - VALORES DAS MEDIANAS DOS ÍNDICES DE ESTIMULAÇÃO SOB
ESTÍMULO DE FITOHEMAGLUTININA (PHA), C 0 NCANAVALLNA-A (Con-A)
E PROTEÍNA-C-REATIVA (PCP.), EM DOENTES DE HANSENÍASE E
INDIVÍDUOS CONTROLES .
VV = virchowianos/ VR= virchowianos reacionais
TT =tuberculóides tórpidos/TR tubereulóides reacionais
M =controle Mitsuda-negativo/M+=controle Mitsuda-positivo

Considerando a atividade do mitógeno ConA observa-se,

inicialmente (Figura 18), que a proliferação de de .virchowianos foi maior,

especialmente nos reacionais (M=6.8 não reacionais M=4,0),comparada à

resposta de tuberculóides (tórpidos M=3.5, reacionais M=2.5) e dos controles

82
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(Medianas 2.0 e 3.0 nos M-negativos e positivos, respectivamente).

Associando-se PCR a estas culturas houve depressão da proliferação de

linfócitos dos três grupos, exceção dos controles Mitsuda-positivos cujas

medianas permaneceram inalteradas. Nota-se também que a redução

induzida pela PCR foi mais acentuada em virchowianos reacionais (70%) e

nos controles Mitsuda-negativos (M=47%).
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Ultimamente tem sido ressaltada a importância da proteína-Creativa

(PCR) nos estados reacionais da hanseníase, especialmente na forma

virchowiana em reação. É descrito que na reação tipo eritema nodoso (que

acomete apenas os virchowianos ), há aumento acentuado dos níveis séricos

de PCR e que a queda desta proteína pode servir de parâmetro para

acompanhar laboratorialmente a involução desta reação

imunológica(Languillon, 1986 ).

Sabe-se, ainda, que PCR é uma proteína clássica da reação

inflamatória aguda, que pode ser detectada no soro e que após um estímulo

agudo (trauma, infecção) pode variar de concentrações menores que 1,0 mg/ dl

(níveis normais) até maiores que 400 mg/dl, em um período de 24-48 horas

(Pepys et al., 1983).

Níveis de proteína-C-reatava elevados e persistentes refletem atividade

da doença e tem sido relatados em infecções, reações inflamatórias, tumores
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e lesões tissulares (Hind et al. 1985).

Os resultados da concentração de PCR no soro dos grupos

estudados revelaram que em doentes Virchowianos (grupo I) os níveis séricos de

PCR estão aumentados (x = 1,84 ± 0,39) em reação ao grupo controle,

enquanto nos tuberculóides (grupo II) estes valores tendem a ser semelhantes

ao dos controles (x = 0,86 ± 0,11 e x = 0,68 ± 0,03 em tuberculóides e

controles, respectivamente). Estes resultados estão de acordo com relato de

Languillon (1986) que refere níveis elevados de PCR no eritema nodoso, tipo de

reação restrita aos virchowianos.

Na Tabela I nota-se que 40% dos virchowianos (12 doentes),

apresentavam reação, com predomínio do tipo eritema nodoso, o que poderia

explicar as maiores concentrações de PCR neste grupo.

Portanto, os resultados podem sugerir que o aumento de PCR

estaria relacionado à presença do quadro de eritema nodoso em virchowianos.

Confirmando esta sugestão foi observado que as concentrações

séricas de PCR em virchowianos reacionais foram significativamente maiores (x

= 3,48 ± 0,76) que as do grupo controle (x ° 0,68 ± 0,03).

E ainda, comparando os resultados de virchowianos com reação

(M= 2,71) e sem reação (M= 0,65), como mostra a Tabela XL, encontrou-se que

os níveis de PCR estão elevados nos virchowianos reacionais, enquanto os não

reacionais (M= 0,65) tendem a valores semelhantes aos do grupo controle (M=

0,65); indicando que a produção e liberação de PCR, ria reação do tipo entona

nodoso, poderia ser diretamente influenciada pela reação inflamatória aguda

envolvida neste processo.

Kushner et al. (1982a), descreveram que a reação inflamatória
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aguda associa-se a uma série de alterações metabólicas e fisiológicas que

ocorrem em resposta a traumas, infecções ou inflamações.

Estas alterações, como descrito por Kushner (1982b) e Dinarello

(1984), incluem o desenvolvimento de febre, depressão dos níveis séricos dos

íons ferro e zinco, distúrbio da neoglicogênese e desvio das prioridades

metabólicas do organismo, como redução da produção de proteínas (por ex.

albumina) e aumento da formação de proteína da reação inflamatória aguda

como PCR.

Desta forma pode ser explicado o quadro clínico que acompanha o

eritema nodoso, (reação por imunocomplexo circulante), constituído de febre,

nódulos eritematosos, quentes e dolorosos generalizados, adenomegalia, dores

articulares, neurites e aumento de PCR sérico (Bechelli, 1951 e Languillon,

1986), por se tratar de unia reação inflamatória aguda com manifestações

sistêmicas.

Em tuberculóides, entretanto, os níveis de PCR (M= 0,70) foram

semelhantes aos do grupo controle (M-0,65), mesmo quando foi considerada a

presença de reação (M-0,75), indicando que na hanseníase tuberculóide, a

produção de PCR não seria influenciada pela doença ou pelo tipo de reação

que acomete estes pacientes.

É conhecido que doentes tuberculóides apresentam reação

localizada, com edema e acentuação das lesões, aparecimento ou não de novas

lesões, edema de extremidades(mãos, pés. geralmente, caracterizados um

quadro típico de reação inume celular bem delimitada.

Pelo tipo de reação inflamatória envolvida na forma tuberculóide, a

produção de proteína-C-reatava permaneceria inalterada, o que explicaria os
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resultados observados e está de acordo com Languillon (1986) que relata

níveis normais de PCR em tuberculóides com reação.

Atualmente existem resultados experimentais evidenciando que a

produção de proteína-C-reativa é induzida por IL1, TNF, IL6 ou IL6 e IL1

associadas (Kushner et al., 1989; Taylor et al.. 1989 e Yamada et alia, 1990),

caracterizando a função reguladora das citocinas.

Determinando a concentração sérica de aTNF nos três grupos

estudados, foram encontrados níveis maiores que nos controles (M-6,9 pg/ ml),

em soro de tuberculóides (M-12,4) e virchowianos (M-9,4), sugerindo que a

infecção pelo M. leprae pode estimular macrófagos a produzirem aTNF e que

este estímulo parece ser mais efetivo nos tuberculóides, (Tabela IX e Figuras 9,

10 e 11).

Estes resultados poderiam ser explicados pela indução da produção

de citocinas como observado em queimaduras, por Yamada et alai (1990). Na

hanseníase a infecção pelo M. leprae provocaria a resposta inflamatória, capaz

de induzir a produção de citocinas, numa proporção correspondente à

capacidade de ativação macrofágica, que foi mais acentuada em doentes

tuberculóides. Estes achados confirmam nosso estudo anterior (Silva & Foss,

1989) onde descrevemos deficiência na produção de aTNF por macrófagos de

virchowianos sem reação hansênica, em relação à resposta de tuberculóídes e

controles.

Entretanto, quando se analisam, separadamente, os resultados de
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virchowianos com reação, (Tabela XI) observam-se níveis séricos elevados de

aTNF (M=112,9), enquanto os não reacionais apresentaram concentrações

menores (M=8,2), sendo ambas maiores que do grupo controle.

Os resultados são muito interessantes, pois evidenciam que a

infecção bacilar mantém certa ativação de macrófagos de virchowianos, com

produção discreta ou mínima de aTNF. Mas, foi a reação inflamatória aguda da

hanseníase virchowiana (eritema nodoso) o processo que realmente estimulou a

produção de aTNF.

Sarno et al. (1991) relataram que 50% dos pacientes virchowianos

com eritema nodoso apresentavam níveis elevados de aTNF (alguns maiores

que 1000 pg/ml) e de IL1, concluindo que aTNF e ILl podem estar envolvidas na

reação hansénica, Nossos resultados em virchowianos com eritema nodoso

(Tabela XI), continuam que esta reação cursa coin maior produção de aTNF.

Foi observada correlação positiva (r=0,943) entre níveis séricos de

aTNF e PCR nos virchowianos, isto é, quanto maior a produção de aTNF maior

a concentração de PCR, sugerindo que, possivelmente, esta citocina esteja

relacionada ao estímulo do hepatócito para produção de PCR (Tabelas VIII, IX,

XI e Figuras 6 a 11).

O mecanismo proposto é que macrófagos ativados secretariam

citocinas (ILl, aTNF e IL6), que estimulariam linfócitos T (timodependentes) e

também hepatócitos. IL6 é o principal ativador do hepatócito para a síntese de

proteínas da fase aguda, por exemplo PCR e SAA (Raynes et al., 1991; Yap et

al., 1991).

Entretanto, quando se consideram apenas os resultados de
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virchowianos sem reação, o coeficiente de correlação entre os níveis de aTNF e

PCR cai acentuadamente (r=0,041), sugerindo que todo o processo foi

desencadeado pela reação inflamatória aguda (r=0,982).

A tendência para distribuição casual entre níveis séricos de TNF e

PCR (r=0,565) em doentes tuberculóides, poderia ser explicada pelas

características clínicas desta forma da doença. Nos tuberculóides com reação o

coeficiente de correlação é um pouco maior (r=0,786), sugerindo que durante o

surto reacional houve reação inflamatória que estimulou a produção de

citocinas e PCR, em concentrações menores, talvez por ser esta reação mais

localizada.

Nesta forma de doença os níveis de produção de aTNF variaram

muito pouco com a reação hansênica, assim como as concentrações séricas de

PCR. Na Tabela IX observa-se que os maiores níveis de aTNF foram

encontrados na presença (pacientes nos. 3 e 16) e na ausência (pacientes nos.

10 e 13) de reação, indicando que a própria infecção seria um dos fatores

capaz de ativar macrófagos de tuberculóides levando à produção desta

citocina.

No grupo controle, como esperado em indivíduos normais, os níveis

séricos de aTNF foram baixos, da mesma forma que as concentrações de PCR,

e não se observou correlação significante entre eles.

A análise global destes resultados destaca a Importância da reação

inflamatória aguda (eritema nodoso) da hanseníase virchowiana na
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potencialização da resposta macrofágica, capacitando células deficientes na

produção de citocinas a produzi-las em níveis elevados, ocorrendo também,

produção acentuada de proteína-C-reativa.

Proteína-C-reativa tem sido considerada como mediador pró-

inflamatório inespecífico com atividades biológicas definidas, tais como a de:

a) induzir atividade tumoricida de macrófagos (Zahedi & Mortensen, 1986);

b) modular a formação de colônias de células precursoras de monócitos e de

células B humanas (Mortensen, 1983; Whisler et al., 1983; Whisler et al.,

1986); c) ligar-se a subpopulações de linfócitos que contenham receptor para

Fc da imunoglobulina G (James et al., 1981a e b), assim como aos monócitos

(Gewurz, 1982; Zeller et al., 1989) e aos neutrófilos (Mullex et al., 1986;

Buchta et al., 1987).

Nos experimentos realizados para se verificar a influência da

proteína-C-reativa na resposta linfoproliferativa de doentes de hanseníase e

de indivíduos controles não afetados pela doença, observou-se ampla

variedade de respostas em cada grupo estudado.

Virchowianos tiveram discreta (M=3,0) resposta linfoproliferativa

pela PHA (dose de 20,0 µg/m1) na presença ou não de reação hansênica

(Tabelas X, XI e Figura 12), mas observando os índices de estimulação

individualmente, nota-se que os virchowianos reacionais apresentam índices

mais elevados (53.0, 59.5 e 60.0 nos pacientes nº 22, 23, 24 e 25).

A proteína-C-reativa não alterou a resposta linfoproliferativa Induzida

pela PHA em virchowianos com e sem reação, em níveis de significância

estatística, porém os resultados das Tabelas X, XI e Figura 12 mostram que em

alguns doentes sem reação (6/18) a PCR tende a aumentar os índices de
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estimulação (nos. 4, 8, 9, 10, 12 e 14), enquanto que na metade dos

reacionais (6/12) houve diminuição da blastogênese (nos. 23. 24, 25, 28, 29,

30) na presença de PCR. Assim, conclue-se que a resposta linfoproliferativa,

induzida pela PHA, em virchowianos não foi alterada pelo surto reacional ou

pela associação de proteína-C-reativa às culturas.

. Em tuberculóides tórpidos a resposta linfoproliferativa estimulada

pela PHA foi maior (M=8,0) do que nos reacionais (M°3,8) e nos virchowianos

com e sem reação (M=3.0; Figura 18), indicando que a capacidade de resposta

à PHA foi maior em linfócitos de tuberculóides tórpidos, o que está de acordo

com resultados já observados por nós (Foss et ali, 1977).

Na presença de proteína-C-reativa a resposta linfoproliferativa de

doentes tuberculóides foi maior, aumentando em 25% nos tórpidos (M=10.0) e

em 18% nos reacionais (M=4,5, Figura 18), sugerindo que PCR tende a elevar a

capacidade linfoproliferativa de tuberculóides induzida pela PHA, embora os

níveis não sejam de significância estatística.

Estes dados mostram que linfócitos de doentes tuberculóides

tórpidos são mais reativos à PHA que os de reacionais e que proteína-Creativa

poderia ter ação estimulante da blastogênese induzida por este mitógeno.

Os controles Mitsuda-negativos responderam à PHA com índices de

estimulação maiores (M=21,8) em relação aos Mitsuda-positivos (M=14,0) e

aos pacientes de hanseníase (Figura 18), indicando que linfócitos T de

indivíduos não acometidos pela doença apresentam maior potencialidade de

blastogênese à PHA; o que pode sugerir que a infcção pelo M. leprae,

possivelmente, interfere na proliferação linfocitária, reduzindo a potencialidade
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de resposta destas células.

Os mecanismos que poderiam explicar esta redução de resposta da

célula T não estão completamente esclarecidos. Segundo Godal (1984) a

depressão da linfoproliferação de virchowianos localiza-se no linfócito T

"helper" (auxiliar), que teria suas funções alteradas por maior atividade das

células supressoras ou por menor produção de interleucina -2 (IL2 - fator de

crescimento dos linfócitos).

Mehra et all (1980) descreveram, em virchowianos, maior atividade

de células supressoras (OKT8+) e Haregewoin et alii (1983) mostraram que as

células T de virchowianos são deficientes na produção de IL2, mas a adição de

IL2 às culturas estimuladas pelo M.leprae aumenta a resposta proliferativa ao

bacilo.

Por outro lado, observa-se na Figura 18 e Tabela XVI que a atividade

a proteína-C-reativa foi oposta no grupo controle, pois reduziu de 47% a

esposta dos Mitsuda-negativos (M=10,3) e aumentou 53% a proliferação

nduzida pela PHA nos Mitsuda-positivos (M=21.5), enquanto nos doentes

sta proteína não alterou significativamente a blastogênese induzida pela

HA.

Logo, baseando-se nos resultados obtidos pode-se supor que

roteína-C-reativa tende a estimular a blastogênese, induzida pela PHA, de

infócitos de indivíduos Mitsuda-positivos e a reduzir proliferação dos Mitsuda-

egativos, porém nos doentes tuberculóides (Mitsuda-positivos) e virchowianos

Mitsuda-negativos) esta atividade não pode ser evidenciada.

Outro achado interessante é que nas culturas de doentes e controles

ão se observou que a proteína-C-reativa tivesse ação estimuladora ou



94

depressora da blastogênese de linfócitos (Tabelas XI, XIV e XVI), porque as

respostas na presença de PCR foram semelhantes às das culturas controles

(sem estímulo); portanto parece que a atividade da PCR estaria, também

associada à presença do mitógeno, ou da ativação prévia dos linfócitos T.

O mitógeno concanavalina-A induziu linfoproliferação mais

acentuada em virchowianos (M= 4,8) que em doentes tuberculóides e no grupo

controle (Figura 18). Esta ação estimulante foi maior em linfócitos dos doentes

com reação (M= 6,8), demonstrando que linfócitos de virchowianos são mais

reativos à ConA e a reação de eritema nodoso Intensifica esta reatividade.

A explicação destes achados pode ser baseada no conhecimento de

que os mitógenos PHA e ConA têm afinidade por diferentes subpopulações de

linfócitos T. A atividade mitogênica da ConA tem sido relacionada à

subpopulação de linfócitos T supressores (Shou et al., 1976; Sakane & Greene,

1977). Mehra et al. (1979, 1980 e 1982) descreveram que a supressão na

hanseníase é mediada por subpopulação supressora citotóxica Th2+ V CD8+.

Por outro lado, PHA é considerada um bom ind utor de proliferação celular "in

vitro", especialmente das subpopulações CD3+ e CD4+ (Rotteveel et al., 1988;

Bloemena et al., 1989).

É descrito também (Mehra et alit, 1980 e Modin & Rea, 1987), que

pacientes virchowianos apresentam atividade diferente das subpopulações de

linfócitos T, com predomínio de supressores e citotóxicos (CD8+) cm relação

aos auxiliares (CD4+), explicando assim. os maiores índices de estimulação

encontrados sob estímulo da ConA.

A intensidade de resposta durante a reação hansênica pode ser
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relacionada à reação inflamatória aguda desencadeada pelo eritema nodoso,

com liberação de interleucinas e conseqüente ativação de linfócitos T,

potencializando a resposta mitogênica sobre uma população de células

proporcionalmente mais ativa.

Entretanto, quando foi acrescentada PCR às culturas de virchowianos

estimuladas pela ConA observou-se redução acentuada (58,4%) da

linfoproliferação estimulada pelo mitógeno, especialmente quando se

considera a presença de reação hansênica na qual houve depressão de 70%

de blastogênese induzida pela ConA. (Figuras 13 e 18).

Estes resultados são muito interessantes porque revelam

atividade redutora de blastogênese, específica à subpopulação supressora

citotóxica, estimulada pela ConA. Esta especificidade poderia ser explicada

pelas hipóteses:

a)Modificação do comportamento de finfócitos T, alterando sua capacidade de

resposta imunecelular, como relata Gotschlich (1989) que PCR. mortifica o

comportamento de células efetoras, principalmente leucócitos

polimorfonucleares, finfócitos, monócitos e plaquetas.

b) Os receptores dos (infócitos?supressores/citotóxicos teriam possibilidade de

reconhecer a PCR que seria então fixada à parede das células impedindo a

ação da ConA.

c)Proteína-C-reativa poderia reagir quimicamente com concanavalina - A

formando um produto diferente, não reconhecido pelas células T, diminuindo,

portanto, a resposta blastogênica.

Apesar de especulativas as hipóteses b e c podem ser consideradas

para explicar os resultados.

Deve ser ressaltado que PCR pura, na cultura de linfócitos de

virchowianos, não exerceu qualquer das atividades estimulante ou supressora,

o que indica que as alterações descritas com a estimulação pela ConA são
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realmente especificas.

Portanto, o conjunto de alterações observadas em doentes

virchowianos revelou que a reação de eritema nodoso é foco de desenvolvimento

das alterações imunológicas, caracterizada laboratorialmente por elevação de

aTNF e PCR séricos, associado com maior resposta proliferativa de linfócitos

estimulados pela ConA, mas a proteína-C-reativa parece ter importante ação na

modulação desta resposta, deprimindo a atividade de linfócitos T supressores.

É importante destacar também, que a resposta celular de virchowianos é mais

acentuada na subpopulação de linfócitos estimulados pela ConA.

Sendo a população de células T supressoras/ citotóxicas (estimulada

pela ConA.) a que mais responde no teste de linfoproliferação de virchowianos,

provavelmente seja este um dos fatores envolvidos na evolução crônica e

insidiosa da hanseníase virchowiana, pois, como é conhecido, as células T

supressoras bloqueiam a produção e a expressão dos receptores de 1L2 na

superfície de linfócitos T auxiliares, promovendo depressão da proliferação e da

produção de linfocinas por estas células (Godal, 1984), com consequente

deficiência da resposta imunecelular e evolução da doença.

Entretanto, durante o surto de reação, os virchowianos podem

apresentar, em nível celular, um mecanismo de defesa caracterizado pela ação

da proteína-C-reativa, em altas concentrações séricas nos virchowianos

reacionais (Tabela XI), reduzindo de até 70% a atividade dos linfócitos

supressores/citotóxicos (Figura 18), sem alterar a linfoproliferação induzida

pela PHA, determinando um aumento relativo da atividade das células T

auxiliares e, em consequência, a melhora da resposta.



97

Em tuberculóides a resposta proliferativa com o mitógeno ConA

tende a ser menor que em virchowianos (Figura 18) e decresce durante o surto

de reação demonstrando que é menor a atividade de linfócitos estimulados pela

ConA na hanseníase tuberculóide e que a reação hansênica desta forma polar

da doença, tem características diferentes das do eritema nodoso da hanseniase

virchowiana.

A adição de proteína-C-reativa diminui em 25% a blastogênese

induzida pela ConA (Tabela XIII) em linfócitos de doentes tuberculóides, mas

nos tuberculóides reacionais a resposta linfoproliferativa à ConA não foi

alterada pela adição de PCR (Tabela XIV e Figura 18).

Assim, os resultados indicam que PCR é depressora de imunidade

celular de linfócitos de tuberculóides, estimulados pela ConA, destacando a

especificidade desta proteína para esta população de células T, sem interrelação

com a reação hansênica destes doentes.

No grupo controle os resultados da linfoproliferação revelaram que

linfócitos de indivíduos normais respondem mais à PHA (M=15,0) do que à ConA

(M=3,0), mostrando que é maior de proporção da população de linfócitos

estimulados pela PHA.

Considerando que os linfócitos estimulados pela ConA referem-se

à população de células supressoras/citotóxicas (Shou, 1976; Sakane &

Greene, 1977), pode-se observar que esta população foi menor em indivíduos

normais, em concordância com Lanier (1991) que relata ser de

aproximadamente 3:1, a proporção de células auxiliares e supressoras/

citotóxicas no sangue periférico de controles. Logo, nos controles é esperada

maior blastogênese sob estímulo de PHA em relação à ConA.
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Associando-se proteína-C-reativa às culturas estimuladas pela

ConA, observou-se que, no grupo controle, PCR reduz de 30% a

linfoproliferação estimulada pela ConA. Portanto, proteína-C-reativa tem ação

supressora de blastogênese ("in vitro") induzida pela ConA, sendo esta

supressão específica para este mitógeno, em doentes com hanseníase e em

indivíduos não afetados pela doença.

Baseando-se nos dados apresentados sobre as concentrações de

proteína-C-reativa e de aTNF, bem como sobre a ação supressora de PCR sobre

linfócitos T supressores em doentes com hanseníase e no grupo controle,

propõe-se um mecanismo que poderia relacionar os achados e explicar alguns

aspectos da reação hansênica.

Deste modo, algum fator que provocasse alteração celular, com

morte de bacilos Intracelulares (tratamento, por exemplo), ativaria os

mecanismos imunológicos, entre eles o sistema complemento, o qual iniciaria

uma reação inflamatória aguda, com ativação de macrófagos e liberação das

citocinas IL1,IL6 e aTNF (Yamada et alii, 1990). Estas citocinas estimulariam

os hepatócitos induzindo-os a secretarem proteína-C-reativa.

Uma característica interessante associada à proteína-C-reativa, é

que ela apresenta propriedade de lectinas, com capacidade de ligar-se a vários

tipos de células e inclusive proporcionando opsonização e potenciando a

ativação do sistema complemento (Yamada et alii, I990). A ação sinergística da

PCR e do complemento resultaria em maior produção de citocinas pelos

macrófagos, gerando uma reação de "feedback" positivo que alimentaria e

amplificaria ainda mais a reação inflamatória, além de propiciar aumento de

fagocitose e eliminação das células lesadas.
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Assim, a atividade das citocinas e da proteína-C-reativa em lesões

provocadas pelo M leprae podem proporcionar um sistema eficiente de defesa

tecidual. Além disso, utilizando suas propriedades de se ligar à membrana de

diversos tipos celulares, a proteína-C-reativa se ligaria especificamente em

linfócitos T supressores/citotóxicos, os quais encontram-se mais reativos nos

virchowianos, suprimindo a atividade destas células e proporcionando

condições para que linfócitos T auxiliares possam controlar imunologicamente

o processo inflamatório. Níveis elevados de aTNF e IL1 nos virchowianos

reacionais, também atuariam sobre os linfócitos T auxiliares, amplificando a

resposta imunológica.

A integração de todos os resultados, relacionando-os a uma reação

sistêmica, na hanseníase reacional (eritema nodoso), pode ser

esquematicamente representada pelo modelo:
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Os níveis séricos de Proteína-C-Reativa (PCR) e cio fator de necrose

tumoral (aTNF) e a atividade da PCR sobre a proliferação de linfócitos de

doentes de hanseníase e de indivíduos aparentemente normais (controles)

foram investigados, com o objetivo de avaliar se existe correlação entre os

níveis de aTNF e PCR e se é diferente a atividade da PCR sobre a

blastogênese de linfócitos na presença da reação hansênica.

Foram estudados 72 indivíduos, da região de Ribeirão Preto, sendo

53 doentes de hanseníase (30 virchowianos e 23 tuberculóides) e 19

controles. Entre os virchowianos 12 apresentaram reação hansênica assim

como 8 dos tuberculóides. Os controles foram subdivididos segundo o

resultado da reação de Mitsuda em Mitsuda-positivos, 11 e Mitsuda-

negativos, 8.

Determinaram-se as concentrações séricas de PCR cm soro de

doentes e controles utilizando-se o método nefelométrico. Para avaliar os

níveis séricos de aTNF utilizou-se o método imunorradiométrico.
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A proliferação de linfócitos foi desenvolvida em meio de cultura

ntendo 15% de soro AB normal, inativado pelo calor, na presença dos

itógenos fitohemaglutinina (PHA-201 µg/ml) e Concanavalina A (ConA -

µg/mL) e ainda de proteína-C-reativa (PCR-5,0 µml). Após separação pelo

coll-Hypaque, as células foram cultivadas em triplicatas e mantidas a 37°C

atmosfera contendo aproximadamente 5% de CO2, durante 72 horas. Os

sultados foram avaliados pela incorporação de 3H-timidina, fazendo-se a

tura das radiações em espectômetro de cintilação líquida.

Os resultados mostraram que as concentrações de PCR foram

vadas em virchowianos reacionais em relação ao grupo controle. Em

berculóides (tórpidos e reacionais) os níveis de PCR são semelhantes aos

s controles.

Observou-se correlação positiva entre as concentrações de PCR e de

NF, ou seja, os níveis de aTNF são maiores que os dos controles em doentes

chowianos reacionais, mostrando que quando a concentração de aTNF

menta ocorre aumento da concentração de proteína-C-reativa. Outro

hado interessante foi que há uma produção discreta de aTNF nos doentes

rchowianos e tuberculóides), que indica que a doença pode induzir a

quena ativação macrofágica, mas a maior ativação dos macrófagos ocorre

virchowianos reacionais.

A resposta linfoproliferativa à PHA foi menor em virchowianos que

tuberculóides e controles. Nos controles Mitsuda-negativos os indices de

timulação foram maiores. Associando-se PCR às culturas estimuladas pela

A não se observou alteração da proliferação de doentes (virchowianos

tuberculóides), mas houve redução de 47% da resposta dos controles



103

Mitsuda-negativos e aumento de 53% da blastogênese dos Mitsuda-positivos.

Linfócitos de doentes e controles, cultivados na presença de PCR,

não apresentaram estimulação ou depressão da resposta proliferativa.

Estes dados sugerem que a proteína-C-reativa não interfere com a

resposta linfoproliferativa, induzida pela PHA, em doentes de hanseníase;

entretanto no grupo controle é depressora da blastogênese dos Mitsuda-

negativos e indutora da proliferação nos Mitsuda-positivos.

Sob estímulo de ConA observou-se maior proliferação em linfócitos

de virchowianos, especialmente os reacionais, que nos tuberculóides e

controles, indicando que na hanseníase virchowiana a população de células

estimulada pela ConA (supressora/citotóxica) tern maior atividade blástica. A

proteína-C-reativa reduziu de 58% a linfoproliferação Induzida pela ConA em

virchowianos e de 70% nos virchowianos reacionais. Nos tuberculóides (sem

relação com reação hansênica) e nos controles (Independentemente da reação

de Mitsuda) a PCR foi também depressora da atividade mitogênica da ConA,

porém em nível discreto (25% nos tuberculóides e 30% nos controles).

No material estudado, com os métodos utilizados as conclusões

foram as seguintes:

1) Concentrações séricas de proteína-C-reativa estão elevadas nos

virchowianos reacionais, diretamente relacionadas n reação inflamatória

aguda destes doentes (eritema nodoso).

2) Durante o eritema nodoso a resposta inflamatória de virchowianos

acompanha- se de aumento acentuado da citocina aTNF, correlacionando-se
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positivamente com as concentrações de PCR.

3) Linfócitos de virchowianos apresentam linfoproliferação mais acentuada

ao

mitógeno ConA que à PHA. A resposta blastogênica, estimulada pela ConA,

é maior em doentes virchowianos do que em tuberculóides e no grupo

controle.

4) Proteína-C-reativa tem ação depressora específica da linfoproliferação

induzida pela ConA em culturas de doentes e controles, mais acentuada

em virchowianos, especialmente nos estados reacionais

5) Proteína-C-reativa não influencia a resposta blastogênica ao mitógeno PHA

em culturas de doentes de hanseníase, mas é depressora da

linfoproliferação induzida pela PHA dos controles Mitsuda-negativos e

estimuladora desta resposta nos Mitsuda positivos.

6) Proteína-C-reativa não é indutora ou depressora da binstogênese em

culturas de linfócitos de doentes e controles.
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