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INTRODUCAO



O espectro de manifestacoes clinicas da hanseniase esta
diretamente relacionado a resisténcia do hospedeiro ao M.leprae. Nos
extremos, situam- se as formas polares (Rabello, 1936) tuberculoide (HT) e
virchoviana(HV), com diferencas clinicas, histologicas, bacteriologicas,
imunologicas e evolutivas marcantes. A forma tuberculdide apresenta uma ou
poucas lesoes bem delimitadas, nas quais se observa, ao exame histologico,
granuloma tuberculdide com grande numero de linfocitos, células epitelidides
e histiocitarias, onde raramente sao encontrados bacilos intracelulares
(Bechelli & Rotberg, 1951). A quantidade de anticorpos humorais € normal ou
diminuida e a imunidade celular geralmente esta aumentada.

Na forma virchowiana as lesdes tém limites imprecisos e tendem a
disseminar-se. A histologia revela infiltrado inflamatoéria coin poucos ou raros
linfocitos e numerosos macrofagos contendo quantidade variaveis de bacilos,
até globias, constituindo as células de Virchow. Ha elevada quantidade de

imunoglobulinas e deficiéncia de imunidade celular. Os bacilos sao tao



numerosos que nas biopsias de pele podem ser encontrados ao redor de 1010
bacilos/g. de tecido (Bloom, 1986), tendendo a invadir vasos sanguineos e a
produzir bacteremia assintomatica, porém continua. E a forma progressiva da
doenca na qual as lesoes podem evoluir disseminando-se por todo organismo
(Bechelli & Curban, 1988).

Esta disseminacao reflete depressao ou falta de imunidade celular
do hospedeiro ao M. leprae a qual poderia estar associada a deficiéncia de
resposta linfoproliferativa na presenca do bacilo (Godal et alii, 1971, Bjune et
alii, 1976, Menzel et alii 1979 a e b, Pagnano et all, 1982, Tiraboschi-Foss et
alii, 1990), ou b. supressao da resposta imune por células T supressoras
(Mehra et alii, 1980).

No poélo tuberculéide a resposta linfoproliferativa ao M.leprae esta
exacerbada (Godal et all, 1971) e ha evidéncia de que a eficiéncia da Imunidade
celular seja a principal causa das lesoes (Godal, 1984).

O tratamento com drogas bactericidas € fundamental para o controle
epidemiologico da hanseniase nos doentes virchowianos. Quando se inicia a
terapéutica, freqientemente ocorre exacerbacao do quadro clinico com
comprometimento do estado geral, febre alta, acometimento neurologico
(neurites), edema, eritema e calor nas articulacoes (artrite), e nodulos cutaneos
eritematosos e dolorosos a palpacao, caracterizando a reacdo hansénica
(Bechelli & Rotberg, 1951). Nesta encontram-se alteracoes laboratoriais
particulares: aumento da velocidade de hemossedimentacdo, aumento das
proteinas da reacao inflamatoéria aguda (mucoproteinas, proteina- C-reativa) e
eventualmente, alteracdo da funcao renal.

A hanseniase tuberculdide em reacao €, em geral, polimorfa.



Manifesta-se por maculas eritemato-escamosas, maculo-papulas, papulas,
tubérculos e nodulos, cor vermelho arroxeado ou francamente arroxeada.
Geralmente ha infiltracao das lesdes pré-existentes, mas podem surgir lesdes
novas (Bechelli & Curban, 1988).

As reacoes hansénicas, que podem ser do tipo I (hipersensibilidade
tardia) ou do tipo II (por imunocomplexo circulante), representam para o
doente um estado temporario de exacerbacao da moléstia; sao debilitantes e
apresentam-se em surtos recorrentes durante o tratamento (Pearson, 1986). A
involucao da reacdo e a resposta terapéutica podem ser acompanhadas,
clinica e laboratorialmente, pela queda dos niveis de proteina-C-reativa, que
sao elevados na fase aguda (3+ e 4+) e negativos com o controle da reacéo
inflamatoria (Languillon, 1986).

Sabe-se que inflamacdo € basicamente uma resposta sistémica do
organismo a infeccao ou lesao tecidual. Os estagios iniciais desta resposta sao
conhecidos como fase aguda, que € caracterizada, em parte, por um dramatico
aumento na producao e subsequiiente acréscimo da concentracdao sanguinea

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

alii, 1989).

Proteina-C-reativa (PCR) € um dos elementos da fase aguda e sua
concentracao sérica pode aumentar de niveis inferiores a 1,0mg/dl a 400mg/
dl, nas primeiras 24-48 horas de reacao inflamatoria (Pepys et alii, 1983). A
PCR é constituida de até cinco subunidades de 23,5 KDa cada (206
aminoacidos), ligadas nao covalentemente, com massa molecular total de
117000 (Oliveira et alia 1977; Gewurz, 1982; Zahedi et alii, 1989).

Pouco se sabe sobre a participacdo da proteina-C-reativa nas



reagcoes imunologicas presentes na hanseniase. E conhecido que a
concentracao de PCR é elevada em doencas infecciosas (Kaplan & Volanakis,
1974; Zahedi et alii, 1986; Balou et alii, 1989) e que, na hanseniase
virchowiana, principalmente nos estados reacionais, esta consideravelmente
aumentada (Languillon, 1986).

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

a varias funcoes biologicas 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 leucdcitos
polimorfomucleares,lifocitos,mondcitos e plaquetas.
c)Pode ser fracionada por enzimas proteoliticas, liberando peptideos ativos que

poderiam, também, exercer outras fungoées bioldgicas.

Além destas atividades, PCR ativa a via classica do complemento
ligando-se b. fracao Clq (Kaplan & Volanakis. 1974); e, ainda, liga-se a
subpopulacoes de linfocitos que contenham receptor Fc da imunoglobulina G
(James et al., 1981 a e b), assim como a monocitos (Gewurz, 1982; Zeller et
alii, 1989) e a neutrofilos (Mullex & Fehr, 1986; Buchta et all, 1987). Estes
resultados sugerem que PCR interage com uma variedade de células
sanguineas, através de receptores especificos ("specific binding sites") de
células fagocitarias, desempenhando a funcdo de fator de opsonizacédo
inespecifico da reacao inflamatoria (Balou et alii, 1989).

Bullock,(1978) descreveu que concentracoes elevadas de PCR no



soro de virchowianos poderiam inibir a blastogénese de linfocitos, sugerindo
que PCR possui atividade imunossupressora ou imunorreguladora da
resposta linfoproliferativa.

Como é conhecido que em doentes virchowianos, especialmente os
reacionais, os niveis séricos de PCR estao elevados, poder-se-ia supor que a
depressao de resposta imunecelular destes doentes esteja associada a
atividade imunossupressora da proteina-C-reatava, atuando como fator sérico
inibidor da blastogénese.

A presenca de fatores Inibitorios da blastogénese no soro de
virchowianos foi assinalada em investigacdes 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
depressao da atividade blastica de linfécitos de doentes e de individuos nao
afetados. Esta depressao foi associada a fatores existentes no plasma do
doente. A extensao com que estes fatores séricos ou plasmaticos deprimem a
resposta linfoproliferativa de virchowianos permanece ainda desconhecida.

Por outro lado, existem atualmente evidéncias experimentais
sugerindo que a producado de PCR seria induzida por citocinas, liberadas por
macrofagos 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 funcao reguladora, atuariam
diretamente sobre os hepatocitos induzindo a sintese de proteina-C-reatava

(Yamada et alai, 1990).
Deve ser lembrado que as citocinas sao peptideos mediadores

produzidos por células com a funcao de regular as respostas Imunologicas,



Inflamatorias e de cicatrizacdo do hospedeiro a infeccoes, traumas ou
tumores. A maioria delas € secretada durante a resposta imunologica ou
Inflamatoéria. Quando sao produzidas pelos linfocitos sao denominadas
linfocinas (interleucinas). Geralmente nao estao presentes no soro e, ainda, as
células produtoras de citocinas necessitam ser previamente estimuladas. As
citocinas exercem atividade moduladora da resposta imunolégica regulando o
crescimento, mobilidade e diferenciacao de leucocitos e outras células
(Oppenheim et alii, 1991).

Na hanseniase Silva e Foss (1989) observaram, em culturas de
macrofagos do sangue periférico, que doentes tuberculdides mantem
acentuada estimulacao macrofagica, com a consequente elevada producao de
TNF, quando comparados com virchowianos e individuos nao afetados
sugerindo que macrofagos de virchowianos sao menos reativos que os dos
pacientes tuberculodides.

Entretanto, Sarno et alii (1991), estudando a producao de citocinas
em doentes virchowianos com reacdo hansénica tipo eritema nodoso,
observaram que 50% dos pacientes com eritema nodoso apresentaram niveis
elevados de TNF e 11,1, concluindo que estas citocinas podem participar das
alteracoes imunologicas presentes na reacao tipo eritema nodoso.

Tem sido descrito que dINF € uma citocina de peso molecular
17.400, constituida de 157 aminoacidos, produzida especialmente por
macrofagos (Oppenheim, 1991). Tem numerosas atividades biologicas
destacando-se entre elas a inducao de febre (Dinarello, 1990), da resposta
hepatica, geralmente acompanhada de leucocitose, e com a producao de

proteinas da fase aguda, como proteina-C-reativa (Gauldie et alii, 1989), a



diferenciacao e/ou ativacao das células T, linfocitos B e macrofagos (Van
Snick, 1990) e estimula a producao das citocinas ILl, IL6 e do proprio aTNF
(Beutler & Cerami, 1988; Dinarello, 1990; Heinrich et alii, 1990).

Deste modo pode-se supor que durante a reacdo hansénica,
especialmente em virchowianos com eritema nodoso e com aumento da
concentracao de TNF, haja inducao da producao de interleucinas (ILl, 1L6 e
TNF), e estas estimulariam o hepatocito a produzir as proteinas da fase aguda,
como a proteina-C-reativa, elevada nos estados reacionais. Entretanto, na
auséncia de reacao hansénica, os macrofagos de virchowianos apresentam
deficiéncia de producao de TNF (Silva e Foss, 1989) e os niveis de PCR
aproximam-se da faixa de normalidade (Languillon, 1986).

Logo, a reacao de eritema nodoso caracteriza um estado transitorio
de alteracdoes imunolégicas, no qual o doente virchowiano adquire
potencialidade de resposta celular com a producao de citocinas, mas a
participacao destas na resposta imunecelular permanece nao esclarecida.

Sabe-se que TNF atua na diferenciacao e ativacao de linfocitos T
(Van Snick, 1990) e que proteina-C-reativa modifica o comportamento de
linfécitos (Gotschlich, 1989) e qu e ambos TNF e PCR apresentam
concentracoes elevadas durante a reacao, porém pouco se conhece sobre a
acao destas proteinas na resposta proliferativa de linfocitos T.

Sendo a resposta linfoproliferativa um dos principais mecanismos
de defesa do hospedeiro ao M.leprae, julgamos interessante estudar a
participacao do TNF e da PCR na blastogénese de linfocitos de doentes de
hanseniase.

Assim, definiu-se como objetivo fundamental deste estudo a



investigacao do efeito da proteina-C-reativa sobre a resposta linfoproliferativa
de doentes de hanseniase, para se verificar a atividade imunomoduladora
desta proteina sobre a blastogénese de linfocitos de doentes. Determinou-se
também, a concentracao de TNF e proteina-C-reativa no soro dos Individuos
estudados, correlacionando seus niveis séricos, para observar se na
hanseniase as variacoes da concentracao de PCR se associam com alteracoes
dos niveis de TNF.

Conhecendo que doentes com hanseniase virchowiana apresentam
diferenca na resposta proliferativa das subpopulacoes de linfocitos T, com
predominio dos supressores e citotoxicos (CD8Y) em relacdao n linfocitos
auxiliares (CD4%), enquanto pacientes com hanseniase tuberculoides
apresentam atividade maior de linfécitos CD4* que CD8*, semelhante aos
Individuos normais (Modlin & Rea, 1987), desenvolveu-se o estudo com
doentes virchowianos (com e sem reacao hansénica), tuberculdides (torpido-
sem reacao e reacionais) e individuos normais.

Para observar a proliferacao das sub-populacoes de linfocitos CD4+
e CD8+, utilizou-se os mitégenos fitohemaglutinina e concanavalina - A, pois €
conhecido que a atividade mitogénica da ultima esta relacionada a
subpopulacoes de células Tsupressoras (Shou et alii, 1976 e Skane & Greene,
1977), enquanto a fltohemaglutinina € considerada boa ind u tora de
proliferacao celular "in vitro", especialmente das subpopulacoes com fenotipos
CD4+ (Rottveel et alii, 1988; Bloemena et alii, 1989).

Deste modo o estudo de linfoproliferacao "in vitro" foi desenvolvido
em doentes de hanseniase (virchowiana e tuberculdide) com e sem reacdo

hansénica e em individuos normais, sob estimulo de fitohemaglutinina,
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concanavalina-A e proteina-C-reatava. A inclusdao de doentes com reacao
hansénica foi programada com o objetivo de observar a relacdo entre as
alteracoes imunologicas, presentes na reacao inflamatoéria aguda, e a resposta

linfoproliferativa.
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DOENTES E CONTROLES

Foram selecionados 72 individuos da regido de Ribeirao Preto-SP,
sendo 53 doentes de hanseniase e 19 individuos aparentemente normais,
divididos em trés grupos, corno se observa na Figura 1.

Grupo I: Doentes virchowianos - constituido de 30 pacientes.

Grupo II: Doentes tuberculdides - constituido de 23 pacientes.
Grupo III: Controles - constituido de 19 individuos normais.

O diagnostico dos casos de hanseniase foi baseado nos exames
clinico, histologico, bacterioscopico (material de lesdo da pele e muco nasal).
Os doentes foram classificados segundo critérios adotados no VI Congresso
Internacional de Leprologia, Madri, 1953, em vichowianos (V) e tuberculéides

(T).

Os controles foram examinados com a finalidade de verificar se nao

apresentavam lesoes sugestivas de hanseniase e submetidos a reacao de

Mitsuda com o mesmo antigeno utilizado em doentes.
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Grupo I: Doentes Virchowianos

Foram estudados 30 doentes de hanseniase virchowiana atendidos
no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, da

Universidade de Sao Paulo, com idade variando entre 21 a 60 anos (média

l

46,0 anos).
GRUPOS DE ESTUDO
virchowianos
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FIGURA 1 - APRESENTACAO DOS DOENTES E CONTROLES E FREQUENCIA DE INDIVIDUOS 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 predominancia de pacientes do sexo masculino (19 doentes - 63%).
Foram positivos (1+ a 3+) os resultados dos exames baciloscopicos de 16bulo de
orelha em 13 doentes (43%). Nos restantes foram negativos, tratando-se de
doentes submetidos a terapéutica durante varios anos, até 1015 ou 20 anos.
Nota-se também, que todos doentes tiveram reacao de Mitsuda negativa e que
doze (12) deles apresentavam reacao dos tipos eritema nodoso em dez (10)
doentes e eritema polimorfo em apenas dois doentes.

Deve ser destacado que apesar de 12 doentes apresentarem reacao
hansénica, por ocasido da coleta de sangue, nenhum deles estava sendo

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

Grupo II: Doentes Tuberculdides

Foi constituido de 23 doentes de hanseniase tuberculoide atendidos
no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto da
Universidade de Sao Paulo, com idade variando entre 18 a 60 anos (média
42,5 anos) (Tabela II).

Observa-se que foi semelhante a distribuicao 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 lesdes cutaneas; apenas dois
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pacientes (nas 18 e 19) a baciloscopia de lébulo de orelha foi positiva (1+).
Nota-se, ainda, que por ocasidao da coleta de sangue, oito (8) doentes
apresentavam reacao caracterizada por eritema e infiltracao de lesoes, neurite
geralmente discreta e edema de extremidades, especialmente de pés e maos;
nenhum deles estava sendo tratado com drogas imunossupressoras.
Considerando a presenca de doentes tuberculéides em reacao, o
Grupo II foi subdividido em: tuberculéides torpidos (15 doentes) e tuberculéide

em reacao (8 doentes).
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Grupo In: Controles

Nos controles foram estudados 19 individuos aparentemente
normais, com idade variando entre 20 a 50 anos (média 28,2 anos), de ambos
os sexos (12 masculinos e 7 femininos), a maioria deles estudantes do curso
de graduacao em medicina (FMRP-USP); que foram subdivididos segundo a
resposta a reacao de Mitsuda em: lepromino-positivos (11 Individuos) e

lepromino-negativos (8 individuos).

TABELA III - DADOS REFERENTES AO GRUPO CONTROLE.

No. IDADE REACEO CONTATO PRIEVIO
SEX0 rOCO

ORDEM (ANOS) LEPROMINICA  TIPO  DURACAO

1 M 26 1+ 0 5A I
2 M 22 1+ 0 1A H
3 M 24 2+ 0 1A H
4 M 23 1+ 0 1A H
5 M 25 2+ 0 1A H
6 F 21 2+ 0 1A H
7 M 22 14 0 1A H
8 F 36 34 F >10A RV
9 M 50 2+ 0 >10A H
10 F 27 14 0 2A H
11 F a7 1+ 0 >10A ]
12 F 20 NEGATIVA F 3A Hv
13 M 27 NEGATIVA 0 5A 1
14 F 28 NEGATIVA 0 3A H
15 F 40 NEGATIVA F >10A HV
16 M 24 NEGATIVA 0 1A H
17 M 23 NEGATIVA 0 1A 1l
18 M 23 NEGATIVA 0 1A i
19 M 28 NEGATIVA 0 1A H

0 = QOperacional

F = Familiar
HV = Virchowiano

H = Hanseniase
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-

METODOS

1. Coleta de Dados

Dados clinicos e laboratoriais referentes aos doentes foram anotados
em fichas especiais que incluiam, também, informacoes sobre o, tipo de
tratamento, dose, duracao e regularidade do mesmo (Anexo I). Considerou- se
tratamento regular quando os doentes compareciam a maioria das consultas
de seguimento (75%); porém, como a ingestao de droga se faz no domicilio, nao
se tem certeza da regularidade de tratamento.

Por ocasiao da coleta de sangue todos os pacientes e controles foram
examinados, fez-se a reacao de Mtsuda e, nos doentes, a pesquisa de bacilos

em esfregacos de material de lesao de pele e muco nasal.
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2. Exame Bacterioscopico

Os esfregacos foram corados pela técnica de Ziehl Neelsen. O grau de
positividade foi determinado de acordo com a recomendacao da Segunda

Conferéncia 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. Reacao de Mitsuda

Reacao de Mitsuda € a resposta observada 4 semanas apos injecao
intradérmica de 0,1 ml de uma suspensao estéril de bacilos de Hansen,
mortos pelo calor, extraidos mecanicamente de hansenomas O teste foi feito
em todos doentes e nos controles por ocasido da coleta de sangue. A
suspensao de bacilos foi preparada de acordo com a técnica de Mitsuda
(1953), contendo 60 x 106 bacilos por ml. Fez-se a leitura 28-30 dias apos,
seguindo o critério recomendado no VII Congresso Internacional de Leprologia
(Toquio, 1958) com modificacoes propostas por Hanks et al. (1970):

- Negativo - : auséncia de reacao

- Duvidoso : infiltracdo com diametro inferior a 3mm
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- Positivo + : papula com diametro entre 3 e 5 mm

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

- Positivo +++: induracao com diametro superior a 10 mm ou ulcerada.

4. Extracao de Proteina-C-Reativa (PCR) de Soro Humano

Todo processo de extracao e purificacao de PCR do soro humano foi
desenvolvido sob orientacdo do Prof. E. Brandt de Oliveira, no Departamento
de Bioquimica da FMRP-USP.

Amostras de soro PCR positivas foram coletadas e armazenadas a -
20°C, completando um volume de 2.200 ml. Apods descongelamento a

temperatura ambiente fizeram-se:

. Duas precipitacoes com sulfato de amoénio (nas concentracoes de
333 g/1 e 176 g/litro de soro), resultando um volume de 180 ml (sedimento da

segunda precipitacao).

. Diluiu-se o sedimento com agua deionizada e acrescentou-se
EDTA (etilenodiaminotetracetato dissddico) numa concentracao 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 sédio 0,9%), para filtrar o
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sulfato de amonio. Coletou-se as fracoes em tubos numerados.

. Determinaram-se as fracées que continham a proteina pelo teste
com coomassie (0,25%), no qual estas amostras coram-se em azul com

Intensidade proporcional a concentracao protéica.

. As fracoes de sulfato de amoénio foram determinadas pelo

aspecto leitoso adquirido apos adicao de hidréxido de bario.

. Apos filtracao em Sephadex G-25 foram obtidos trés tipos de

fracoes:
- N° 1-14 volume inicial ("void volum'")
- N° 15-31 fragoes protéicas (coomassie +)

- N° 27-50 fracgéoes sulfato de amoénio (aspecto leitoso)

e As fracoes de n® 16 a 26 foram agrupadas e em seguida foi
acrescentado cloreto de calcio (CaC12) 5 mM. Esta solucao foi adicionada 6.
coluna de Sepharose-4-bis-epoxi fosforil-etanolamina (resina de afinidade),
equilibrada com tampao contendo 2,0 mM de TBS ("Tris buffer saline") e 5 mM

de CaCl,, pH .= 7,5.

o Coletaram-se amostras coomassie positivas (proteina-C reativa),
que foram as fracoes de rigs 6, 7 e 8, constituindo a solucao de PCR. A

concentracao de PCR foi determinada em capilar com soro anti PCR humana.
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. A solucao de PCR foi cristalizada duas vezes com solucao de
sulfato de amonio saturada obtendo-se uma concentracdao de 8,2 mg de
PCR/ml, a qual foi determinada pelo método de Biureto. Os cristais de PCR

foram mantidos em estufa a 37°C.

5. Quantificacao de Proteinas-C-Reativa de Doentes e

Controles

Através do método nefelométrico determinou-se a concentracao de
proteina C-reativa (PCR) no soro dos grupos estudados, utilizando-se o
aparelho ICS Analyser II (Immunochemistry Systems - Beckman).

O principio do método baseia-se na comparacao da leitura da
amostra desconhecida, tratada previamente com anti-PCR humano, com a

leitura do padrao de PCR~anti PCR de concentracao conhecida.

Os resultados sao 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 analise imunorradiométrico para o fator de
necrose tumoral - dTNF (Medgenix diagnostics - codigo 30-17520 PO Box 42
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- Belgium).

O teste é ensaio imunorra.diométrico baseado na reacao
imunologica, entre o dINF existente no soro (antigeno) e o anti-aTNF
(anticorpo) com o qual o tubo da analise € revestido.

Tubos plasticos revestidos com anti dTNF, ligado na parte inferior e
interna do tubo, sao utiliza dos para a dosagem da concentracao de aTNF do
soro. A reacdo imunologica é revelada pela adicao de anti aTNF-I125(anticorpo
marcado com iodo radioativo-P!25), que € detectada pela medida de

radioatividade em contador gama.

Procedimento:

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

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

. Nos tubos revestidos e numerados, em duplicatas, sdo colocadas as amostras
padrdo e desconhecida (200 p/ coda). A determinacdo da contagem total é

feita em tubo ndo revestido contendo apenas o anti ATNF-1125,

. Adiciona-se a todos os tubos anti aTNF-I'25 (50 ul Agita-se delicadamente.

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

. Aspira-se, cuidadosamente todo o liquido do tubo
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. Lavam-se os tubos 2x com solucdo de Tween 20 na concentracdo 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 padrdo colocando-se a relagdo entre leitura obtida do
cintilador gama (cpm) das amostras ("bound" - padrao) e a contagem total
(1125 livre).

cpm(padrao)

R= X100

cpm total

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

concentracoes de aTNF na abcissa.

. Apds, determina-se a concentragcdo de aTNF no soro interpondo-se os valores

do coeficiente R na curva padrao.

Fez-se entao, a curva padrao de dINF (Figura 2).
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FIGURA 2 - CURVA PADRAO - TNF IRMA.

7. Teste de Linfoproliferacao "In Vitro" Pelos Mitogenos

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

7.1. Principio do método

Basicamente o método consiste na manutencao de células
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mononucleares, em sistema controlado de cultura "in vitro", no qual sao
mantidas as condicoes fisiologicas do ambiente fisico-quimico (temperatura,
pH, pressao osmoética, tensao de oxigénio e de dioxido de carbono na interface
gas-liquido), de necessidades nutritivas, substancias reguladoras e condicoes
de esterilidade, permitindo que haja interacao celular, proliferacdo e
preservacao de funcoes celulares especializadas.

Linfécitos cultivados "in vitro" podem ser estimulados por mitégenos
ou antigenos e a resposta resultante pode ser utilizada para quantificar a
Imunocompeténcia celular. Pela interacdo entre linfocitos sensibilizados e
antigenos especificos sdo gerados mediadores soluveis (fatores: blastogénicos,
quimiotaticos, de ativacdo celular, de inibicdo da migracao celular, de
reatividade cutanea e outros). A resposta imunecelular €& refletida pela
habilidade destes fatores em promover a transformacao blastica " in vitro".

A quantificacao da proliferacao de linfécitos pode ser realizada
através de métodos morfologicos ou, mais precisamente, através da analise da
sintese de acido desoxirribonucléico (DNA). A incorporacdo de timidina
exogena marcada de baixa atividade especifica (3H-timidina), para prevenir o
dano celular radioativo ao DNA de células em cultura durante periodo fixo, €
medida por contador de cintilacdo. A quantidade de timidina utilizada deve ser
suficiente para manter a incorporacao através de todo periodo de "pulso". Este
periodo € usualmente de 9 a 24 horas, para evitar os efeitos de sintese
assincronica de DNA linfocitario. A magnitude da resposta das células a um
estimulo particular varia com as condi¢coes da cultura, densidade celular e

concentracao do agente ativador, assim como o momento e duracao do pico
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da resposta depende do estimulo utilizado e sua concentracdo (Ford & Hunt,

1973).

7.2. Teste de linfoproliferacao "in vitro"

Foi desenvolvido em camara de fluxo laminar, submetida
previamente (durante 15 a 30 minutos) a irradiagcao com luz ultra-violeta (280
nm), para que fosse minimizada a possibilidade de multiplicacdo bacteriana
nas superficies da camara.

O método foi executado em linfocitos do sangue periférico separados
através do gradiente de separacao Ficoll-Hypaque (metrizoato so6dico).

Quando o sangue com anticoagulante € colocado sobre a mistura
Ficoll-Hypaque e centrifugado, os elementos celulares dividem-se em duas
fracoes principais: granulocitos e eritrocitos sedimentados no fundo do tubo,
células mononucleares (85% linfocitos e 15% monocitos) e parte das plaquetas
que permanecem na interface entre o gradiente e o soro, podendo ser entao
removidas (Boyum, 1968). Entretanto, se o sangue € previamente diluido o
rendimento de células mononucleares aumenta (Ford & Hunt, 1973).

Apos a separacao, os linfocitos sao submetidos a processo de
lavagem para eliminacao de residuos do Ficoll-Hypaque, e ressuspensos em

meio de cultura, ficando em condicoes de serem cultivados "In vitro".
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7.2.1. Técnica

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

utilizando tubo de coleta a vacuo 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 homogeneiza-se suavemente com pipeta de Pasteur.

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

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

. Apos centrifugacao verifica-se a formacao de camadas distintas: superior,
contendo plasma e plaquetas;

interface, contendo células mononucleares

(90% linfécitos), média gradiente Ficoll-Hypaque e Inferior, contendo
granulocitos e hemacias.

Com pipeta de Pasteur aspira-se,

cuidadosamente, a camada de

linfécitos transferindo-a para um tubo conico estéril (esta fase € critica, pois

o volume de linfécitos é pequeno e pode ocorrer contaminacdo, nao

desejada, com as camadas superior ou média).

Ressuspendem-se as células com solucao salina isotonica. Centrifuga-se

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

repetindo-se o processo por duas vezes.



30

. Ressuspendem-se as células com 1,0 ml de meio de cultura e procede-se
a contagem desta suspensao utilizando diluidor automatico (Celm, modelo

DA 500) e contador automatico (Celm, modelo CC 510).

. Avalia-se a viabilidade dos linfocitos com azul de Trypan a 2%
(Trypan Blue 2%). O método baseia-se na capacidade de células vivas repelirem

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

. Dilui-se a suspensao de células com meio de cultura enriquecido com
soro AB humano (na concentracao de 15%), inativado pelo calor, para obter

concentracao de 2,5 x 106 linfocitos/ml.

. Prepara-se a placa de cultura (marca - Corning), colocando-se em cada
poco 0,1 ml de meio de cultura e os estimulantes, em concentracao
determinadas em experimentos tipo dose-resposta, que serao descritos

posteriormente.

FIGURA 3- TESTE DE VIABILIDADE DOS LINFOCITOS: LINFOCITOS VIAVEL, NAO CORADO PELO "AZUL DE TRYPAN ( - >). E
CELULAS INVIAVEIS CORADAS PELO REAGENTE (--->).
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Adiciona-se a cada poco, Id preparado, 0,1 ml da suspensao de células
(2,5 x 105 linfocitos por poco), preparando-se culturas triplicatas de 0,2 ml

cada segundo o protocolo:

a) Controle: contendo 2,5 x 105 linfocitos

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

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

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

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

f) PCR: contendo 2,5 x 10° linfocitos + PCR

. As placas foram fechadas e incubadas a 37°C, em ambiente imido e com
CO2 A. concentracao aproximada de 5% durante 3 dias.

Esta condicao particular foi conseguida, através de "incubadora" de
acrilico confeccionada na oficina de precisdao da FMRP, contendo vias de
entrada e saida de mistura de ar e CO2 e recipiente com agua destilada

para manutencao da umidade.

. Dezesseis horas antes do término do periodo de incubacao das células

diciona-se 0,5 microcuries de 3H-timidina.
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. Completado o tempo de cultura procede-se a coleta das células utilizando- se
coletor automatico "Automated Cell Harvester" (este aparelho aspira as
células e lava os pocos sequiencialmente com salina, TCA 5% e metanol

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

. Cada poco coletado tem uma area correspondente no papel de filtro ,que é
entdo recortado e colocado em frasco para cintilacao liquida ,no qual se
adiciona liquido de cintilacao e conta-se a radioatividade com auxilio de
espectometro de cintilacdo liquida Beckman LS150,durante 10 minutos por

frasco .

7.2.2. Reagentes

. Meio de cultura

Utilizou-se RPMI com glutamina sem bicarbonato de sédio, liofilizado
(Lote 10077 - Flow Laboratories USA), contendo soro humano AB inativado, na
concentracao de 15%, penicilina 150 UIl/ml, estreptomicina 80 ug/ml,
bicarbonato de sodio 2,0 g/litro e tampao biologico HEPES - 20 mM/I (INLAB -
PM: 238,31 - lote 812940).

. Mistura Ficoll-Hypaque

Hypaque de s6dio 50%.......c.cceeevvuviirinnnennnnn.. 100 ml

Ficoll solucao @ 9% ....c.cevvviiiiiiniiniiiiiinennnnn, 345 ml
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Agua deionizada ...........ccoveeeeeeeiiiieeeeenn. 47,5 ml
- Hypaque - Wintrop Products (New York - USA)

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

A solucao foi mantida a temperatura ambiente em frasco escuro, e
esterilizada no momento em que foi utilizada.

Densidade final da mistura 1075 mg/ml.

e Azul de Tripan

Trypan Blue - Direct Blue 15 - Sigma Chemical Company. Lote:
015F00601.

e 3H - Timidina

Thymidine methyl - 3H PM: 2422 - Concentracdo: 0,036 mg/ml.
Atividade especifica: 6,7 Curies/mM - solucao aquosa estéril. New England

Nuclear - Radiochemical Specifications.

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

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

7.2.3. Mitégenos

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

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

7.2.4. Proteina C-Reativa (PCR)

Os cristais de PCR em sulfato de amoénio foram suspensos em meio
de cultura estéril (sem soro humano) e aplicados em coluna de G-25 (0,9 cm
de diametro por 5,0 cm de altura) e filtrados, para a obtencao de PCR pura,
imediatamente antes do uso da solucao nas culturas de linfocitos.

Durante a filtracdo colhem-se amostras de 0,3ml cada num total de
10 amostras. Determinam-se as amostras que contem PCR através do
coomassie.

As amostras coomassie positivas sao agrupadas e diluidas para

serem usadas no teste de linfoproliferacao(Fig. 4).
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FIGURA 4 - FILTRACAO EM GEL 0-28 E APRESENTACAO DAS AMOSTRAS CONTENDO PROTEINA-C-REATIVA.
CORADAS EM AZUL (NGMEROS 6, 7 E 8).

7.2.5. Placas de culturas

Foram utilizadas placas de acrilico, estérieis com 96 pocos cada, de

fundo plano e com tampa (marca Corning, Lot. n® 25860 - New York - USA).

7.2.6. Esterilizacao dos reagentes

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

Imediata.

7.2.7. Antigeno de Mitsuda - Mitsudina

Suspensao 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 Determinacao da
Concentraciao de Proteina-C-Reativa (PCR) a Ser Utilizada

nas Culturas

Estes experimentos foram realizados com o objetivo de determinar a
concentracao minima de PCR que nao fosse inibitéria ou estimulante da
biastogénese de linfocitos, ou seja, os resultados da linfoproliferacdo na
presenca de PCR deveriam ser semelhantes aos das culturas controles.

Assim, desenvolveu-se o teste em 35 individuos sendo: 13 doentes
de hanseniase virchowiana, 13 doentes de hanseniase tuberculdide e 9
individuos controles normais, cujos resultados se encontram nas Tabelas 1V,
V. VI e Figura 5.

Apos a separacao dos linfocitos, 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 linfocitos

- Culturas PCR1: 2,5 x 105 linfocitos + PCR 5,0 pug/ml

- Culturas PCRo: 2,5 x 105 linfécitos + PCR 10,0 ug/m1
Culturas PCR3: 2,5 x 105 linfécitos + PCR 20,0 pug/ml

Utilizou-se a PCR preparada segundo Item 7.2.4.

A quantificacdo da resposta celular foi feita utilizando-se o quociente
meédio entre a contagem da emissao de radiacao por minuto (cpm - medido em
contador de cintilacao) na presenca e na auséncia de PCR, o que representa a
proporcao de incorporcao de timidina ou proliferacao celular, definindo o

indice de estimulacao (IE).

[E= cpm na presenca de PCR

cpm na auséncia de PCR

Os resultados em cpm e os respectivos indices de estimulacao

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

A analise dos resultados mostra que as concentracoes de PCR
utilizadas nao foram inibitérias nem estimulantes do teste de proliferacao de
linfocitos, em doentes virchowianos, tuberculdoides e controle normais. A

analise de variancia de Friedman aplicada aos dados demonstrou nao haver
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diferencas significantes entre as trés concentracoes de PCRna
linfoproliferacdo de virchowianos (x?r = 0,50, p > 0,70 n.s./x?r; 0,05 =
5,99), tuberculéides (x2r = 3,85, p > 0,10 n.s.) e controles (x?r .= 5,17, p>
0,05 n.s.).

Diante destes achados optou-se pela concentracédo de 5,0 ug de

PCR, por ser a menor dose.

5-—
l’ Q Virchowlanos
3 -+ Tuberculoldes
é 4r + ¢ Normals
o o
d 3F
° 0
: o S
toe o o
m O ']
T o 0 o{% L R0
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FIGURA 5 - RESULTADOS DA LINFOPROLIFERACAO ESTIMULADA PELA PROTEINA-C-REATIVA, EM
DIFERENTES CONCENTRACOES, EM DOENTES DE HANSENIASE E INDIVIDUOS NORMAIS.
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TABELA IV - CONTAGENS POR MINUTO(CPM) E INDICES DE ESTIMULACAO (IE) DA
LINFOPROLIFERACAO DE DOENTES DE HANSENIASE VIRCHOWIANA, EA
DIFERENTES CONCENTRACOES DE PROTEINA-C-REATIVA (PCR).

No. PCR 5,0 pg/ml PCR 10,0 pg/ml PCR 20,0 pg/ml
ORDEM cpm IE cpm IE cpm IE
1 20924 1,6 3339 2,6 3049 2,3
2 1858 1,2 2322 1,5 3094 2,0
3 4927 1,8 5443 2,0 6020 2,2
4 1257 1,4 1078 1,2 288 1,1
5 1210 1.0 1196 1,0 1227 1,1
& 1720 0,7 1573 0,5 1316 0.5
7 234 1,2 161 0,8 159 0,8
8 1536 0,7 l61e 0,7 1074 0,5
9 1850 0.7 847 0,4 890 0,4
10 229 1,0 184 0,8 196 0,8
11 140 1,0 249 1,6 156 1,0
12 196 1,1 205 1,1 196 1,0

13 212 1,2 199 1,0 199 1,0
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TABELA V - CONTAGENS POR MINUTO (CPM) E INDICES DE ESTIMULACAO(IE)DA
LINFOPROLIFERACAO DE DOENTES DE HANSENIASE TUBERCULOIDE, EM
DIFERENTES CONCENTRACOES DE PROTEINA-C-REATIVA (PCR)

No. PCR 5,0 pg/ml PCR 10,0 pg/ml PCR 20,0 pg/ml
CRDEM cpm IE cpm IE cpm IE
1 3832 1,9 1974 1,0 1941 1,0
2 2275 1.0 2716 1,2 4074 1,8
3 1752 1,1 2018 1,3 1497 0,9
4 1246 0.6 1144 0,6 935 0,5
5 159 1.0 172 1,0 141 0,8
6 282 1,8 162 1,0 144 0,9
7 170 0,9 221 1,1 242 1,2
8 137 1,0 154 1,0 132 0,9
] 179 1,0 149 0,8 146 0,8
10 242 0,8 226 0,7 205 0,6
11 166 0,7 275 1,1 265 1,0
12 207 1,0 292 1,4 266 1,3

13 300 1,3 312 1,4 315 1,4
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TABELA VI - CONTAGENS POR MINUTO(CPM) E INDICES DE ESTIMULACAO (IE) DA
LINFOPROLIFERACAO DE INDIVIDUOS NORMAIS, EM DIFEFRENTES
CONCENTRACOES DE PROTEINA-C-REATIVA (PCR)

No. PCR 5,0 pg/ml PCR 10,0 pg/ml PCR 20,0 pg/ml
ORDEM cpm IE cpm IE cpm IE
1 4086 3,9 3490 3,4 2505 2,4
2 2190 0,9 3155 1,3 2150 0,9
3 3598 1,1 4123 1,3 2636 0,8
4 2705 0,8 3476 1,0 2024 0,6
5 985 0,4 1617 0,6 2069 0,8
6 1712 1,0 1935 1,1 1984 1,2
7 1508 0,8 2244 1,1 1046 0,5
8 140 0,8 189 1,1 136 0,8
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9. Experimento Dose-Resposta para Determinacao da

Concentracao de Fitohemaglutinina (PHA) e

ConcanavalinaA a Ser Utilizada nas Culturas

Foi realizado o experimento com doses variadas dos mitéogenos
fitohemoglutinina e concanavalina-A com o objetivo de verificar a dose ideal
estimulatéria da biastogénese. Colheu-se o sangue de dois individuos
normais, como descrito anteriormente.

Apos a separacao dos linfocitos, 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 linfocitos

B - Culturas PHA:: 2,5x105 linfocitos + PHA 2,0 pug/mi

C - Culturas PHA2: 2,5x105 linfécitos + PHA 5,0 ug/mi

D - Culturas PHA3z: 2,5x10° linfocitos + PHA 10,0 ug/ml

E - Culturas PHA4: 2,5x105 linfécitos + PHA 20,0 ug/ml

F - Culturas PHAs: 2,5x105 linfécitos + PI IA 100,0 pg/ml
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G - Culturas ConA; 2,5x105 linfécitos + ConA 1,0 ug/ml

H - Culturas ConAz 2,5x105 linfécitos + ConA 2,0 ug/m1l

I - Culturas ConAs 2,5x105 linfocitos + ConA 5,0 ug/ml

J - Culturas ConA4 2,5x105 linfocitos + ConA 10,0 ug/m1

L - Culturas ConAs 2,5x105 linfécitos + ConA 25,0 ug/ml

O experimento foi desenvolvido em placas para cultura de células
(Corning) que foram fechadas e incubadas a 37°C, em ambiente iimido e com
CO2 a concentracao aproximada de 5%, durante 3 dias.

Dezesseis horas antes do término do periodo de incubacado das
células adicionou-se 3H timidina.

Os resultados foram avaliados pela contagem de radioatividade em
espectometro de cintilacdo liquida.

Os resultados em cpm e os respectivos indices de estimulacao

encontram-se na Tabela VII.



44

TABELA VII - RESULTADOS EM CPM E RESPECTIVOS INDICES DE ESTIMULACAO (IE) DA
LINFOPROLIFERACAO DE INDIVIDUOS NORMAIS, ESTIMULADA PELOS
MITIGENOS FITOHEMAGLUTININA E CONCANAVALINA-A.

DOADOR *1 DOADOR 2
Culturas cpm IE cpm IE
Controle 190,5 235,46
PHA 2,0 pg/ml 2247,8 11,8 978,8 4,2
PHA 5,0 pg/ml 3366,3 17,7 1785,6 7,6
PHA 10,0 pug/ml 4598,1 24,1 1472,2 6,2
PHA 20,0 pg/ml 5218, 3 27,4 1733,5 7.,4%
PHA 100,0 ug/ml 2831,8 14,9 1067,1 4,5
ConA 1,0 pg/ml 486 ,4 2,6 328,5 1,4
Cond 2,0 pg/ml 1173,7 6,2 463,3 2,0
ConA 5,0 pg/ml 2060,8 10,8 780,4 3,3
ConA 10,0 pg/ml 3566,5 18,7 1420,0 6,0%
ConA 25,0 upg/ml 3565,1 16,7 960,3 4,1

Observando os resultados nota-se que nas condicoes do experimento

os mitogenos PHA e ConA apresentam maior atividade linfoproliferativa nas
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concentracoes de 20,0 ug/ml e 10,0 ug/ml,respectivamente.

Deste modo, utilizaram-se as concentracoes de PHA-20 ug/ml e

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

10. Analise Estatistica

Para analisar os resultados do experimento dose-resposta utilizou-
se o Teste de Friedman.

Os resultados da biastogénese de linfocitos, dos trés grupos
estudados, sob os mitogenos PHA e ConA, na presenca ou auséncia de PCR,
foram avaliados pelo método de Wilcoxon.

Na avaliacdo dos niveis de PCR no soro e da resposta biastogénica
de doentes com reacdo e sem reacao hansénica utilizou-se o método de Mann
Whitney.

Estudou-se a correlacdao entre resultados da linfoproliferacdo e
concentracoes de PCR, e das concentracoes séricas de TNF e PCR, pelo do

coeficiente de correlacao(r) de Spearman.
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Como foram utilizadas diferentes metodologias para o
desenvolvimento do projeto os resultados serao apresentados,

parceladamente, seguindo a ordem de descricao dos métodos.

1. Determinacao da Concentracao de Proteina-C-Reatava (PCR) no

Soro dos Grupos Estudados

Na Tabela VIII observa-se que foi diferente a distribuicao dos
niveis de PCR, representados pela média (X) e Erro Padrao da Média
(EPM),em mg/ dl, nos trés grupos. Nos virchowianos (grupo I)foram
encontradas as maiores concentracoes de PCR sérico, sendo a média de
1,84 mg/dl £ 0,39, enquanto nos tuberculdides esta concentracdo € menor
(X °0,86 mg/dl + 0,11) e se aproxima dos niveis dos grupo controle (X - 0,68
mg/dl £ 0,03 ).
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TABELA VIII - CONCENTRACOES DE PROTEINA-C-REATIVA - PCR (mg/dl) NO SORO DOS
GRUPOS ESTUDADOS.

No. GRUPO I (V) GRUPO II (I}ml GRUPO ITII (controle)
ORDEM mg/dl mg/dl mg/dl
1 3,00* 0,70 0,60
2 0,60 0,65 0,50
3 8,00%* 1,00%* 0,65
4 9,40%* 0,60 1,15
5 0,60 0,65* 0,82
6 0,65 0,80 0,63
7 0,60 0,60 0,65
8 0,80 0,60%* 0,55
] 0,60 0,65 0,62
10 0,60 0,80 0,60
11 0,70 0,80* 0,91
12 0,60 0,80 0,70
13 0,80 3,00 0,75
14 4,00* 0,65 0,60
15 3,00%* 0,80* 0,65
16 1,70%* 0,95%* 0,60
17 1,80%* 0,60 0,75
18 1,80% 0,80 0,60
19 0,80 0,80* 0,65

20 0,70 1,41 X:0,68+0,03
21 2,42% 0,63

22 0,60 0,70

23 0,95 0,70%*
24 3,96%*

X:0,8640,11

25 0,80

26 1,20*

27 2,12*

28 0,65

29 0,63

30 0,70

X:1,8440,39

* REACAC HANSENICA
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Se no grupo I os resultados sao analizados considerando a
presenca da reacao hanséncica, nota-se que virchowianos em reacao
apresentaram niveis de PCR sérico elevados (X - 3,48 mg/dl + 0,76)
comparados aos dos nao reacionais, cujas concentracoes foram
semelhantes as do grupo controle (X = 069 mg/dl £ 0,02). A diferenca entre
este valores € altamente significante (p < 0,00003), o que sugere que a
reacao hansénica induz ao aumento da producao e liberacdo de PCR nos
doentes virchowianos, (Tabela XI e Figura 6).Apesar do interresse de
investigar se ha associacado entre niveis séricos de PCR e tipo de reacao

hansénica, este estudo foi prejudicado porque a maioria dos virchowianos
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No grupo II entretanto, foi observado que as concentracoes de
proteina-c-reativa no soro de tuberculdides em reacdo tendem a ser menores
(X =078 mg/dl 0,05) do que torpidos (X = 0,89 mg/dl £ 0,16), porém esta
diferenca nao foi estatisticamente significante. Estes resultados favorecem a
hipotese de que a reacao em doentes tuberculdides nao interferiria com a
producao de PCR, sendo semelhantes os niveis desta proteina na presenca

ou nao de reacao (Figura 7).

As concentracoes de PCR oscilaram em torno da média na maioria
dos controles (n =19) em apenas trés deles (n°s. 4,5 e 11) os valores

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

Para verificar a influéncia da reacao hansénica na concentracao
sérica de proteina-C-reativa foi feito estudo estatistico (Mann Whitney) para
comparar os valores das formas reacionais e nao reacionais com os do grupo

controle.

Notou-se que virchowianos reacionais (Mediana M=2,71mg/d]1)
apresentam probabilidade elevada (p < 0,0001)de concentracoes séricas de
PCR maiores que as do grupo controle (M=0,65mg/dl), enquanto estas
concentracoes tendem a ser semelhantes as do grupo III em virchowianos

sem reacao (M=0,65mg/ml).

As concentracoes de PCR no soro de tuberculdéides em reacao

(M=0,75mg/d1) tendem a ser semelhantes as dos grupo controle (M=0,65mg/
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dl), assim como as de tuberculdéide nao reacional (M=0,70mg/dl); portanto
na hanseniase tuberculéide os niveis de PCR sao semelhantes aos do grupo

controle, independente da presenca ou nao de reacao hansénica.

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

Factor) - aTNF nos Grupos Estudados

As concentracoes de aTNF, em picogramas por mililitro-pg/ml, no
soro de doentes e controles encontram-se na Tabela IX. Nota-se que sao
maiores as concentracoes séricas no grupo I (M=9,4 pg/ml) em relacdo ao
grupo III (M=6,9 pg/ml). Comparando-se estas medianas, pelo método de
Mann Whitney, havia 95% de probabilidade de maiores niveis de aTNF nos
virchowianos do que nos controles (significaste ao nivel de p < 0,0001).

Considerando os resultados de doentes com e sem reacao
hansénica verifica-se, na Tabela XI e Figura 9, que os 12 virchowianos com
reacao apresentaram concentracoes elevadas de dTNF - M=112 9pg/ml, que
diminuem acentuadamente nos pacientes sem reacao (M=8,2pg/ml). Pela
analise estatistica observa-se que as concentracoes séricas de aTNF sao
maiores em virchowianos com ou sem reacao quando comparadas aos
valores do grupo controle, sendo as diferencas significantes ao nivel de

p<<0,00001 e p<.0,0003, respectivamente.
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TABELA IX - DETERMINACAO DA CONCENTRACO DE aTNF (pg/ml) NO SORO DOS

GRUPOS ESTUDADOS.

No. GRUPD I (V) GRUPO II (Timl GRUPO III (controle}
ORDEM cpm B/Tx100 pg/ml cpm B/Tx100 pg/ml cpm B/Tx100 pg/ml
1 1250 4,45 142,0% 470 0,99 12,2 268 1,02 6,9
2 356 1,36 9,2 517 1,10 13,3 220 0,84 5,7
3 2494 8,88 417,3* 657 2,51 49,0* 249 0,53 6,5
4 2718 9,68 454,9* 434 0,92 11,3 326 1,25 8.4
5 jao 1,30 8,8 511 1,85 13,2 225 0,47 5,8
& 308 0,865 8,0 . - - 266 1,02 6,9
7 288 0,61 7.5 469 0,99 12,3 276 1,0% T,1
A a7 1,81 12,2 367 1,40 9, n 206 1,00 6,9
El 316 0,67 8,2 554 2,12 14,4 121 1,23 8,3
10 121 0,68 8,4 707 2,51 48,9 285 1,09 7.4
11 156 Q,79 9.7 198 1,52 10,3+ 307 1,17 7,9
12 3i5 0,67 8,2 481 1,84 12,4 254 0,54 6,6
13 295 0,62 7,6 766 2,73 52,0 221 0,47 5,8
14 11305 4,99 197,5* 542 2,07 14,0 255 0,54 6,6
15 1004 3,58 114, 3+ 554 2,10 14,2* 271 0,57 7,0
16 a3¢g 2,99 57,0% 718 2,56 49,2* M=6,2

17 7175 2,76 57.,2* 342 1,31 8,9
18 BS58 3,05 58,2+ 374 1,43 9.7
19 387 0,82 10,1 586 2,24 15,1*
20 264 1,01 7.1 isg 1,48 10,0
21 282 3,49 111,4+ 310 1,26 8.5
22 294 0,62 7.6 325 1,24 8,4
23 276 0,58 7.1 343 0,72 8,9

24 1234 4,72 186,8*
M=12.4
25 274 1,05 7.1
26 720 2,58 49,0+
27 1010 2,89 68,6*
28 361 1,38 9.3
29 iz2 1,23 8,3
30 287 1,10 7,4
M=9,4

M = MEDIANA
CPM = CONTAGENS POR MINUTO

B =BOUND

T =TOTAL DE CPM EMITIDO PELO ANTI aTNF-1125
PG /ML = PICOGRAMA/ MILILITRO

* = REACAO HANSENICA
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Na Tabela IX nota-se ainda, que os valores maximos de aTNF sérico

foram encontrados nos doentes nos. 3 e 4 do grupo I, que estavam com
reacao tipo eritema nodoso quando foi realizado este exame.

Os resultados da medida de aTNF sérico oscilaram, em torno do
valor meédio (M=12,4pg/ml) na maioria dos doentes de hanseniase
tuberculéide, apenas quatro deles apresentaram niveis 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 reacdo, como mostra a Tabela II.

Analisando separadamente os resultados de aTNF sérico em
tuberculéides com e sem reacao as medianas sao semelhantes, M=13,7 e
12,3pg/m1 respectivamente (Tabela XIV), mas em relacdo ao grupo controle
observou-se 95% de probabilidade de maiores concentracoes de aTNF em
doentes tuberculdides com ou sem reacao (p < 0,00001), sugerindo que os
niveis de aTNF podem estar relacionados a presenca da doenca, porém nao
foram significantemente alterados quando os doentes tuberculoides
apresentaram reacdo hansénica (Figura 10).
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No grupo controle a determinacdo de aTNF revelou valores
menores e uniformemente distribuidos, média e mediana de 6,9 pg/ml,

favorecendo a hipotese de que aTNF nao é espontaneamente secretado

(Figura 11).
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FIGURA 11 - CONCENTRACAO DE FATOR DE NECROSE TUMORAL-TNF (pg/m1)
NO SORO DO GRUPO DE CONTROLE.

Utilizou-se o teste de Mann Whitney para a analise estatistica

destes resultados.
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3. Correlacao Entre Concentracoes Séricas de Proteina-C-Reativa e Fator

de Necrose Tumoral

Os resultados das Tabelas VIII e IX sugerem associacao entre as
concentracoes séricas de proteina-C-reativa e aTNF. Esta possivel associacao
se evidencia quando sao cotejados os valores observados em virchowianos
com e sem reacao (Tabela XI).

Para avaliar esta associacao utilizou-se o coeficiente de
correlacao- r (Spearman), que comparou as concentracoes séricas de TNF e
PCR em cada individuo dos grupos estudados.

Em virchowianos (grupo I) encontrou-se associacao entre os
valores de aTNF e PCR (r=0,943) e esta correlacao é maior entre os doentes
com_ reacao hansénica (r = 0,982), muito proximo do valor 1,0, que indica
100% de associacao entre os dados, enquanto em pacientes sem reacao a
correlacao € pequena (r = 0,041). A correlacao positiva entre os dados indica
que em virchowianos quando niveis de PCR aumentam ha aumento
proporcional das concentracoes de aTNF.

Em doentes tuberculdides (grupo II) também havia correlacao
positiva entre niveis séricos de aTNF e PCR, especialmente quando sao
considerados os resultados de pacientes com reacao (r = 0,884). O coeficiente
de correlacao foi menor em tuberculdides sem reacao (r = 0,676), indicando
que existe associacado entre niveis séricos de PCR e aTNF em doentes com
reacdo, porém esta associacdao tende a ser causal quando se considera

apenas a forma polar da doenca (r=0,566).



58

No grupo controle o coeficiente de correlacao (r°0,4271) foi positivo
sugerindo que em individuos normais as concentracoes de aTNF e PCR

poderiam estar associadas.

4. Resultados da Slastogénese de Linfocitos de Virchowianos

Os resultados da biastogénese de linfocitos de virchowianos,
representados pela meédia das contagens das triplicatas (cpm) e pelos
respectivos indices de estimulacdao (IE= quociente entre o cpm meédio das
culturas estimuladas pelo cpm meédio das culturas controles), das culturas
controle (sem estimulo) e estimuladas. encontram-se na Tabela X e Figuras

12 e 13. Considerou-se que IE > 2,0 sao indicativos de blastogénese.

4. 1. Linfoproliferacdo sob estimulo de fitohemaglutina - PHA

Na Tabela X e Figura 12, observa-se que foi discreta a acao
mitogénica da PHA (M=3,0) em linfécitos de virchowianos, cultivados em
meio de cultura contendo 15% de soro AB inativado pelo calor, apesar de
que apenas seis doentes (n°s. 11, 14, 19, 20, 21 e 28) apresentaram IE < 2,0.
Indices elevados (> 10,0) foram observados em sete pacientes (n°s. 7, 9, 10,
22, 23, 24, 25) sendo que quatro deles estavam em reacao (n°s. 22, 23, 24,
25).
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Considerando separadamente os resultados de virchowianos com

ou sem hansénica, nota-se que sob estimulo de PHA as respostas de

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

XI e Figura 12.

TABELA X - MEDIAS DAS CONTAGENS DAS TRIPLICATAS (cpm) E RESPECTIVOS
DAS CULTURAS CONTROLES E

ESTIMULADAS PELA FITOHEMAGLUTININA (PHA)CONCANAVALINA-A (Con-
A) E PROTEINA-CREATIVA (PCR), DO TESTE DE LINFOPROLIFERACAO DE

INDICES DE ESTIMULACAO

(IE)

VIRCHOWIANOS.

No CONTROLE PCR PHA PHA + PCR Con-A Con-A + PCR
CLASSIFICAGAC

ORDEM cpm cpm IE cpn IE cpmn IE cpm IE cpm I1E
1 v 1548 1858 1,0 4947 3,0 2483 1,5 5587 3,5 iose 2,0
2 v 1203 1210 1,0 4522 4,0 4515 4,0 92865 8.0 5894 5,0
3 v 1244 1270 1,0 7588 6,0 5224 4,0 12564 10,0 7340 (]
4 v 198 234 1,0 448 2,5 1549 8.0 1164 6,0 847 4.5
8 v 2254 1836 0,7 4564 2,0 4013 2,0 109 1,5 2725 1.0
& v 2498 1850 0,7 4609 2,0 2958 1,0 4944 2,0 1919 1,0
7 v 249 229 1.0 3007 2,1 3671 15,0 1264 5.0 944 4,0
] v 154 140 1,0 3613 2,5 3?32 21,0 an0n 6,0 797 5.0
< v 179 196 1,0 1140 17, % 10561 LI e 4,0 ALK At
14 v A s 1,0 Jang 11,0 LIRY] 4, T 1o NP o
11 v 1260 530 g,5 2500 2,0 11R7 0,7 15002 11,2 562 0.5
12 v 1274 7334 6.0 3274 3.0 9371 7.4 3348 2,5 6564 5,0
13 v 1880 3840 2,0 jaal 2,0 3171 1,7 lezo 1,0 1753 1.0
14 v 642 1333 2,0 943 1.% 2249 3,5 a17 1.5 988 1.5
15 v 521 213 0.5 1448 3,0 718 1,5 1203 2,5 228 0.5
1é v a7y 377 1,0 1427 4.0 519 1,5 1297 3,8 n 1,0
1?7 v 315 193 0,6 1416 4,5 €52 2.0 1461 4,5 470 1,5
18 v 1019 1089 1,0 2097 2.0 1181 1.0 1302 1,% 775 0,8
19 VI 13¢9 2094 1,5 2080 1,9 1299 1,0 3194 2,5 1631 1,2
20 vr 2737 4927 1,8 3gd2 1,4 4387 1.6 12823 5,0 3897 1,5
21 vr 898 1257 1.4 1347 1,5 1706 2.0 7543 8,5 4221 4,5
22 v 155 171 1,0 9238 59,5 9387 60,0 3495 22,5 2419 15,5
23 vr 179 170 1,0 2487 53,0 7894 44.0 4986 28,0 2650 15,0
24 vr 132 137 1,0 6996 53.0 6910 52,5 2686 20,0 2917 22,0
25 Vi 238 i9%0 1,0 14128 60,0 13722 58,0 7722 33,0 7153 30,0
26 Vi 127¢ 2600 2,0 2650 2,0 2900 2,5 16340 13,0 2900 2,3
27 Vr 1638 7780 5,0 4719 a0 TRAA 9.0 36d6 PR 3510 2,0
28 Vi 1139 1188 1,0 1708 1,5 1213 1,0 1722 1.5 1160 1,0
29 VI 391 153 0,5 1208 3,0 471 1.0 1434 3,5 180 0,5
30 vr 272 308 1,0 1273 4,5 2711 1,0 1209 4.0 435 1,5
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TABELA XI - iINDICES DE ESTIMULACAO, CONCENTRACOES SERICAS DE PROTEINA-C-
REATIVA E TNF EM VIRCHOWIANOS SEM E COM REACAO HANSENICA.

No. INDICES DE ESTIMULAGAQ PCR soro TNF
ORDEM PCR PHA PHA+PCR Con-A Con-A+PCR {mg/d1} (pg/dl}
Vi 1,0 3,0 1,5 3,5 2,0 0,60 9,2
v2 1,0 4,0 4,0 8,0 5,0 0,60 g,8
v3 1,0 6,0 4,0 10,0 6,0 0,65 8,0
v4 1,0 2,5 8,0 6,0 4,5 0,60 7.
Vs 0,7 2,0 2,0 1,5 1,0 a, 80 12,2
\3 0,7 2,0 1,0 2,0 1.0 0,60 8,2
V7 1,0 12,1 15,0 5,0 4,0 0,60 8,4
V8 1,0 2,5 21,0 6,0 5,0 0,70 9,7
Vo 1,0 17,5 59,0 34,0 21,0 0,60 8,2
V10 1,0 13,0 43,0 17,0 7,0 0,80 7,6
Vil 0,5 2,0 0,7 11,2 0,5 o, 80 10,1
vi2 6,0 3,0 7,4 2,5 5,0 0,70 7,1
V13 2,0 2,0 1,7 1,0 1,0 0,60 7.6
vi4 2,0 1,5 1,5 1,5 1,5 0,95 7,1
V15 0,5 3, e 1,5 2,5 0,5 0, 80 7.1
Vié 1,0 4,0 1,5 3,5 1,0 0,65 9,3
V17 0,6 4,5 2,0 4,5 1,5 0,63 8,3
vig 1,0 2,0 1,0 1,5 0,8 0,70 7,4
MEDIANA 1,0 3,0 2,8 4,0 2.8 0,65 8,2
vri 1,5 1,5 1,0 2,8 1,2 3,00 142,0
vr2 1,8 1,4 1,6 5,0 1,5 8,00 417,3
VI3 1,4 1,5 2,0 B,5 4,5 9,40 454,9
V4 1,0 59,5 60,0 22,5 15,5 4,00 197.5
Vs 1,0 53,0 44,0 28,0 15,0 3,00 114,3
vI6 1,0 53,0 52,5 20,0 22,0 1,70 57,0
\ ) 1,0 60,0 58,0 33,0 30,0 1,80 57,2
V8 2,0 2,0 2,5 13,0 2,3 1,20 58,2
VIo 5,0 3,0 5,0 2,0 2,0 2,42 111,4
vVrio 1,0 1,5 1,0 1,5 1,0 3,96 186, 8
vril a,5 3,0 1,0 1,5 0,5 1,20 49,0
Vri2 1,0 4,5 1,0 4,0 1,5 2,12 68,6
MEDIANA 1,0 3,0 2,3 6,8 2,0 2,17 112.91

V = VIRCHOWIANO SEM REACEO
Vr = VIRCHOWIANGC COM REACAO
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4.2. Linfoproliferacao sob estimulo de PHA e proteina-C-reativa - PCR

A adicao de PCR As culturas estimuladas pela PHA parece que
tende a diminuir a acao mitogénica da PHA, na maioria dos virchowianos

(Tabela X e Figura 12), cujas medianas foram para PHA = 3,0 e PHA + PCR. =
2,3.
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FIGURA 12 - INDICES DE ESTIMULACAO DAS RESPOSTAS LINFOPROLIFERATIVAS
DE VIRCHOWIANOS (V) E VIRCHOWIANOS REACIONAIS (VR),
ESTIMULADAS PELA FITOHEMAGLUTININA (PHA) E PHA ASSOCIADA A
PROTEINA-C-REATIVA (PHA+PCR).
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Observando isoladamente o comportamento dos linfécitos diante
dos estimulantes, nota-se que a maioria tende a depressdao de resposta na
presenca de PCR, com excecao de 8 pacientes (n°s. 4, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 27)
que até triplicaram os indices de estimulacdo na presenca de PCR.

A analise estatistica (Wilcoxon), delineada para avaliar os
resultados de cada individuo em situacoes diferentes, por exemplo paciente
na 1 resultado das culturas estimuladas pela PHA e pela PHA + PCR,
revelou que as diferencas entre os dois estimulos nao sao significantes (z=
0,83; p= 0,2033), ou seja, foi semelhante a blastogénese na presenca de
PHA e de PHA + PCR.

Em virchowianos com reacado os indices de estimulacdao foram
discretamente menores na presenca de PCR, sendo as respectivas medianas
M=2,8 e M=2,3 para PHA e PHA+PCR. Nos sem reacao (M=3,0) os indices
foram iguais, permanecendo inalterados pela adicao de PCR, o que sugere
que PCR nao interferiu com atividade mitogénica, induzida pela PHA, de
linfocitos de virchowianos reacionais ou nao, (Tabela XI e Figura 12). A
analise estatistica destes dados mostrou que a adicao de PCR, a cultura de
linfocitos estimulados pela PHA, nao interfere com a resposta de
virchowianos reacionais (z = 1,41; p = 0,0793) e nao reacionais (z=0,11; p =

0,4562).

4.3. Linfoproliferacdo Sob Estimulo da Concanavalina-A - ConA

A observacao geral dos resultados da atividade blastica estimulada
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pela ConA mostra que linfécitos de virchowianos tendem a ser mais reativos
a este mitogeno (Tabela X e Figura 13), porém com menor amplitude de
variacao, 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 indices maiores pela ConA (nos. 1, 2, 3,
4, 8,9, 10, 11, 19, 20, 21, 26, 29) e em outros 13 doentes houve reducao
dos IE na presenca de ConA (nos. 5, 7, 12, 13, 15, 16, 18, 22, 23, 24, 25,
27, 30), enquanto nao houve alteracao da resposta em apenas quatro
virchowianos (n°s. 6, 14, 17 e 28).

Virchowianos nao reacionais obtiveram respostas mitogénicas
menores (M=4,0) quando comparadas as dos doentes com reacao (M-6,8),
indicando que durante a reacao hansénica existe, em virchowianos, ultra
tendéncia a maior atividade linfoproliferativa estimulada pela ConA. (Tabela

XI e Figura 13).

4.4. Linfoproliferacdo pela ConA e PCR

Na Tabela X e Figura 13 observa-se que a adicao de PCR reduziu
de 58% a resposta mitogénica da ConA em todos os virchowianos, excecao
do paciente n° 12.

A adicao de PCR as culturas estimuladas pela ConA reduziu a

atividade blastica de M=4,8 para M- 2,0, o que indica que proteina-C-reativa
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reduz a linfoproliferacao induzida pela ConA.

Esta depressao de blastogénese induzida pela adicao de PCR as
culturas de linfécitos de virchowianos estimulados pela ConA, foi analisada
estatisticamente (Wilcoxon) e revelou que proteina-C-reativa reduziu

significativamente a resposta linfoproliferativa de virchowianos (z = 4,21; p
< 0,000003).

Adicionalmente, foi encontrado que a associacao de PCR as
culturas estimuladas pela ConA, reduziu também as respostas de
virchowianos com e sem reacao hansénica. Observa-se na Tabela XI que
virchowianos sem e com reacao apresentavam medianas de 4,0 e 6,8 sob
estimulo da ConA, a adicao de PCR reduziu estas medianas para 2,8 e 2,0
respectivamente. Pela analise estatistica (Wilcoxon) comprovou-se que esta
reducao € significante em doentes sem reacao (z = 2,98; p < 0,0014) e com
reacao (z = 3,06; p < 0,00l 1). Logo, proteina-C-reativa tem capacidade
supressora da atividade blastogénica de linfocitos de virchowianos

estimulados pela ConA.
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FIGURA 13 - INDICES DE ESTIMULAGCAO DAS RESPOSTAS LINEOPROLI ERATIVAS DE
VIRCHOWIANOS (V) E VIRCHOWIANOS REACIONAIS (VR), ESTIMULADAS
PELA CONCANAVALINA-A (Con-A) E Con-A ASSOCIADA A PROTEINA-C-

REATIVA (ConA+PCR).
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4.5. Linfoproliferacdo Estimulada pela Proteina-C-Reativa - PCR

Nas Tabelas X e XI nota-se que PCR nao altera a atividade
blastogénica de linfocitos de virchowianos, pois as respostas das culturas

estimuladas pela PCR sao semelhantes das culturas controles.

Linfocitos de doentes com e sem reacdo hansénica respondem de
modo semelhante quando estimulados pela PCR (medianas iguais, M=1,0),
0 que sugere que, na concentracao utilizada, PCR nao tem atividade

blastogénica ou toxica na linfoproliferacao de virchowianos.

4.6. Correlacdo Entre Indices de Estimulacdo e Concentracdo Sérica

de PCR

Para verificar se os resultados da linfoproliferacao estavam
relacionados aos niveis séricos de PCR, calculou-se o coeficiente de
correlacao- r (Spearman) entre indices de estimulacao e niveis de PCR sérico.
Foram obtidos valores de r nao significantes, logo os resultados da

blastogénese nao se correlacionam com as concentracoes séricas de PCR.
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TABELA XII - COEFICIENTE DE CORRELACAO (L) ENTRE INDICES DE ESTIMULAGCAO
E PCR SERICO

IE PHA PHA + PCR ConA ConA + PCR

PCR
r = -0,1492 r = -0,0179 1 - -0,2618 1 = 0,0724
mg/dl z = -0,6153 z = -0,059 z = -1,079 z = 0,2402
p= 0,2676 ©p = 0,4761 p = 10,1401 p = 0,1503

5. Resultados da Biastogénese de Linfocitos de Doentes Tuberculdides

Os resultados da blastogénese de linfécitos de doentes

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

5.1. Linfoproliferacdo sob estimulo de PHA

A maioria dos doentes tuberculéides respondeu ao estimulo do PHA
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com indices > 2,0 (M= 5,0), apenas quatro pacientes (nas. 3, 11, 12 e 22)
obtiveram indices < 2,0, como se verifica na Tabela XIII e Figura 14.

Quando o grupo II foi dividido segundo a presenca de reacao
hansénica (Tabela XIV, observou-se que os tuberculdides sem reacao
apresentaram linfoproliferacao maior (M=8,0) que pacientes com reacao
(M=3,8), o que pode sugerir que a reacao deprime a resposta proliferativa de

linfécitos de doentes tuberculoides estimulados pela PHA.

5.2. Linfoproliferacao sob estimulo de PHA e PCR

A analise global dos resultados da blastogénese de doentes
tuberculdides (Tabela XIII e Figura 14) revela que quando se adicionou PCR
as culturas estimuladas pela PHA, as medianas foram M=5,0 e M=6,5, pelas
estimulacoes com PHA e PHA+PCR, respectivamente. A analise estatistica
destes dados (Wilcoxon) revelou que sob estimulo de PHA e de PHA
associada a PCR a atividade blastogénica de linfocitos de tuberculoides foi
semelhante (z = O0; p < 0,500).

Considerando a resposta dos doentes sem e com reacao hansénica
(Tabela XIV), observa-se que a adicao de PCR as culturas destes grupos
tende a modificar a resposta linfoproliferativa, elevando as medianas de 8,0
para 10,0 nos pacientes que nao apresentavam reacao hansénica e de 3,8
para 4,5 naqueles que estavam com reacao.

Entretanto, pela analise estatistica (Wilcoxon), nao foi comprovado
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que PCR exerca efeito indutor de blastogénese em culturas de linfécitos de
tuberculdides estimulados pela PHA, sendo nao significantes as diferencas

observadas na auséncia (z = 0,06; p < 0,4761) e ria presenca de reacao

hansénica (z = 0,28; p < 0,3897).
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FIGURA 14 - INDICES DE ESTIMULACAO DAS RESPOSTAS LINFOPROLIFERATIVAS
DE DOENTES TUBERCUILOIDES TORPIDOS (TT) E REACIONAIS (TR),
ESTIMULADAS PELA FITOHEMAGLUTININA (PHA) E PHA ASSOCIADA .

PROTEINA-C-REATIVA (PHA+PCR).
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5.3. Linfoproliferagdo sob estimulo da ConA

Sob estimulo da ConA a resposta linfoproliferativa da maioria dos
doentes tuberculoides (19) foi eficiente, indices > 2,0, apresentando valor
meédio M=4,0. Quatro doentes apenas apresentaram indices < 2,0 (nas. 2,
11, 12, 22), (Tabela XIII e Figura 15).

Nos tuberculdides torpidos a proliferacao linfatica tende a ser
maior (M-3,5) que nos reacionais (M= 2,5), indicando que o estado de reacao
hansénica pode deprimir a resposta imunecelular induzida pela ConA em

doentes tuberculédides, (Tabela XIV e Figura 195).

5.4. Linfoproliferacdo sob estimulo da ConA e PCR

Na Tabela XIII e Figura 15 nota-se que quando se adiciona PCR as
culturas de linfocitos de doentes tuberculéides estimulados pela ConA, a
resposta linfoproliferativa tende a diminuir (M=3,0) e esta reducao foi
estatisticamente significante (z = 2,92; p < 0,0018), demonstrada pelo teste
de Wilcoxon, no qual se comparou individualmente as respostas para ConA e
ConA + PCR, sugerindo que PCR reduz a atividade mitogénica induzida pela
ConA em pacientes do grupo II.

Analisando a influéncia da reacao hansénica sobre a blastogénese

estimulada pela ConA + PCR (Tabela XIV), foi encontrado que PCR tende a
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reduzir a atividade blastica induzida pela ConA em tuberculéides sem e com

reacao hansénica (respectivas medianas: 3,0 e 2,3), sendo que a depressao

da resposta de tuberculdides sem reacao foi estatisticamente significante (z

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

Estes resultados sugerem que PCR reduz a blastogénese

estimulada pela ConA, porém nao interfere na resposta de doentes

tuberculéides com reacao.
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REACIONAIS (TR), ESTIMULADAS PELA CONCANAVALINA-A (Con-A)
E PELA Con-A ASSOCIADA A PROTEINA-C-REATIVA (CONA+PCR).
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TABELA XIII - MEDIAS DAS CONTAGENS DAS TRIPLICATAS (cpm) E
RESPECTIVOS INDICES DE ESTIMULACAO (IE) DAS CULTURAS
CONTROLES E ESTIMULADAS PELA FITOHEMAGLUTININA (PHA)
CONCANAVALINA-A (Con-A) E PROTEINA-C-REATIVA (PCR), DO
TESTE DE LINFOPROLIFERACAO DE TUBERCULOIDES.

Ho. CONTROLE PCR PHA PHA + PCR Con-A Con-A + PCR
CLASSIFICACAO
ORDEM cpm cpm 1E cpm 1E cpm IE cpm 1E cpm IE
1 T 2026 3822 2,0 10129 5,0 6431 3.0 5644 2,8 4488 2,0
2 T 2263 2275 1,0 7802 3,5 2878 1,5 3B286 1,7 3483 1,5
3 T 1954 1246 0,5 3030 1.5 2756 1,5 2454 2,5 1462 1,0
4 T 134 282 2,0 ned 23,9 3866 25,0 4112 26,5 2270 14,5
-} T 200 170 1,0 4059 20,5 6040 30,0 10747 53,5 8087 40,5
é T 180 179 1,0 2415 13,4 2642 14,5 3510 19,5 9880 54,0
7 T 329 242 0,5 2677 8,0 9568 29,0 9880 30,0 5642 17.0
K] T 209 207 1,0 612 2,8 5847 28,0 7135 34,0 3559 17,0
° T 231 oo 1.5 767 3,5 2306 10,0 5874 25,0 2604 11,5
10 T 1967 1490 1,0 16021 8,0 12121 6,0 3925 2,0 2433 1,2
11 T 876 1229 1,5 1173 1,5 1212 1,5 908 1.0 867 1,0
12 T 789 912 1,0 1034 1.5 1127 1,5 463 0.5 563 0,5
13 T 853 829 1,0 12968 15.0 11711 13,5 1793 2,0 1143 1,5
12 T 1406 4696 1,5 24380 17,5 11248 8,0 13371 9,5 9041 6.5
15 T 1538 4983 3,0 19502 12,5 15932 13,0 99135 6,5 4399 3,0
16 Tr 1600 1752 1,0 8275 5,0 3861 2,5 6291 4,0 4952 3,0
17 T: 167 159 1,0 1038 6,0 1177 7,0 530 3.0 545 3,5
i8 Tx 146 137 1,0 2232 15,5 2543 17,5 3506 24,0 2910 20,0
19 Tr 251 166 0,5 570 2,% 573 2,5 1088 4,5 1176 4,5
20 Tr 1472 1322 1.0 4950 3,5 9568 6,5 3032 2,0 3756 1,5
21 T 12358 2524 2,0 4885 4,0 2077 1,5 2160 2,0 1435 1,0
22 Tr 237 265 1.0 315 1,5 230 1,0 258 1,0 286 1,5
213 Tr 839 822 1,0 3071 3.5 1928 2,5 1790 2,0 549 0,5
MEDIANA 1.0 5,0 6,5 4,0 3,0

T = TUBERCULOIDE TORPIDO

Tr= TUBERCULOIDE REACIONAL.
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TABELA XIV - INDICES DE ESTIMULACAO, CONCENTRACOES SERICAS DE PROTEINA-
C-REATIVA E TNF EM TUBERCULOIDES COM E SEM REACAO

HANSENICA.

fndices de Estirmulacioc

PCR soro TNF
Nn
PCR PHA PHA+PCR Con-2 Con-A+BECR {mg/dl) (pg/dl)
T1 2,0 5,0 3,0 2,8 2,0 0,70 12,2
T2 i,0 3,5 1,5 1,5 1.7 0,65 13,5
T3 0,5 1,5 1,5 2,5 1,0 0,60 11,3
T4 2,0 23,5 25,0 26,5 14,5 0,80 -
TS 1.0 20,5 30,0 53,5 40,5 0,60 12,3
T6 1,0 13,4 14,5 19,5 54,8 0,65 14,3
T7 0,5 8,0 29,0 30,0 17,0 0,80 48,9
TS 1,0 2,5 28,0 34,0 17,0 0,80 12,4
TS 1,S 3,5 10,0 25,0 11,5 3,00 52,0
T10 1,0 8,0 6,0 2,0 1,2 0,65 14,0
T11 1,5 1,5 1,5 1,0 1,0 0,60 8,9
T12 1,0 1,5 1,5 0,5 0.5 0,80 9,7
T13 1,0 15,0 13,5 2,0 1,5 1,40 10,0
T14 3,5 17,5 8,0 9,5 6,5 0,60 8,5
T15 3,0 12,5 13,0 6,5 3,0 0,70 8,4
MEDIANA 1,0 8,0 10,0 VL, i, 0 0,70 14,3
Tr1 1,0 5,0 2,5 4,0 3,0 1,00 49,0
Tr2 1,0 6,0 7,0 3,0 3,5 0,60 13,2
Tx 3 1,0 15,5 17,5 24,0 20,0 0.60 9,5
Tr 4 0,5 2,5 2,5 4,5 4,5 0,80 10,3
TrS 1,0 3,5 6,5 2,0 1,5 ¢, 80 14,2
TI6 2,0 4,0 1,5 2,0 1,0 0,95 49,2
Tx7 1,0 1,5 1,0 1,0 1,5 0,80 15,1
TI8 1,0 3,5 2,5 2,0 0,5 0,70 8,9
MEDIANA 1,0 3,8 4,5 2,5 2,3 0,75 13,7

V = VIRCHOWIANO SEM REAGAO
Vi = VIRCHOWIANO COM REACAO
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5.5. Linfoproliferacdo sob estimulo de PCR

Proteina-C-reativa nao interferiu com a resposta linfoproliferativa
de doentes tuberculéides, como pode ser observado nas Tabelas XIII e XIV.
Linfocitos de pacientes do grupo II, com ou sem reacdo hansénica, reagiram
sob estimulo de PCR de modo semelhante as culturas controles (sem

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

5.6. Correlacdo entre indices de estimulacdo e concentracao sérica de

PCR

Calculou-se o coeficiente de correlacao, (Spearman), para observar
se poderia existir correlacao entre as concentracoes séricas de PCR e resposta

blastogénica para cada estimulante utilizado.
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Foi observado que nao ha correlacdo entre indices de estimulacao
pela PHA e niveis de PCR sérico (r = 0,2977; z = 1,1139; p < 0,1292),
enquanto sob estimulo de PHA + PCR os indices de estimulacdo estao
negativamente correlacionados com niveis de PCR (r = -0,6667; z = -1,7639;
p < 0,0392) significante a 5%.

A estimulacao pela ConA nao se correlaciona com PCR sérico (r =
0,1102; z = 0,4124; p =< 0,3409), assim como os indices de estimulacao

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

6. Resultados da Blastogénese de linfocitos do Grupo Controle

Na Tabela XV e Figuras 16 e 17 encontram-se os resultados da
blastogénese de linfocitos de individuos normais, cultivados em meio de

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

6. 1. Linfoproliferacdo sob estimulo de PHA

Inicialmente observa-se na Tabela XV e Figura 16 que linfécitos de
todos individuos normais (grupo III) responderam a PI-IA com indices > 2,0,
a maioria maior que 10,0, apenas seis obtiveram 1E < 10,0, sendo a

mediana M= 15,0.
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Estes resultados mostram que linfécitos de individuos normais
foram mais proliferativos ao mitogeno PHA do que as células T dos doentes

de hanseniase.

6.2. Linfoproliferacdo sob estimulo de PHA e PCR

A analise da Tabela XV e Figura 16 mostra que, tende a ser
semelhante a linfoproliferacdo de individuos normais sob estimulo de PHA
(M= 15,0) e PHA + PCR (M= 15,0).

Na Figura 16 nota-se que adicao de PCR as culturas estimuladas
pela PHA, aumentou a resposta blastogénica de alguns individuos (nos. 1,
2, 3, 11, 15) e reduziu a de outros também (n° 12, 13, 14, 16, 17),
ocorrendo uma compensacdo entre as variagcoes de maneira que o valor
mediano permaneceu inalterado.

Comparando-se estes dados pela analise estatistica (Wilcoxon), foi
observado que os resultados da estimulacao pela PHA e PHA + PCR sao

iguais (z = 1,05; p < 0,1492).

Na Tabela XVI e Figura 16 nota-se que linfocitos de individuos
controles Mitsuda negativos foram mais reativos a PHA (M=21.8) que os
Mitsuda positivos (M=14). A adicao de PCR as culturas deprimiu em 47% a
linfoproliferacao induzida pela PI-l1Anos Mitsuda-negauvos (M=10,3); enquanto

nos Mitsuda - positivos, ao contrario, houve 53% da estimulacao blastogénica
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(M= 21,5) induzida pela PHA.
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FIGURA 16 - INDICES DE ESTIMULACAO DAS RESPOSTAS LINFOPROLIFERATIVAS

DOS INDIVIDUOS CONTROLES, ESTIMULADAS PELA
FITOHEMAGLUTININA (PHA) E PHA ASSOCIADA A PROTEINA-C-REATIVA
(PHA+PCR).

6.3. Linfoproliferacdo sob estimulo da ConA

A observacao da Tabela XV e Figura 17 mostra que a estimulacao,
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pela Concanavalina A, das culturas de linfocitos do grupo controle foi

discreta (MI=3,0), com predominio de indices <5,0 apenas quatro culturas

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

TABELA XV - MEDIA DAS CONTAGENS DAS TRIPLICATAS (cpm) E RESPECTIVOS

INDICES DE ESTIMULACAO (IE) DAS CULTURAS CONTROLES E
ESTIMULADAS PELA FITOR'EMAGLUTININA (PRA) CONCANAVALINA-A
(Con-A) E  PROTEINA-C-REATIVA (PCR) DO TESTE DE
LINFOPROLIFERACAO DO GRUPO CONTROLE.

No REAGAC CONTROLE PCR PHA PHA+PCR Con-A Con-A+PCR
ORDEM MITSUDA cpm cpm IE cpm 1E cpm IE cpm 1E cpm IE
1 1+ 270 1328 1,5 14553 15,0 20644 21,5 2706 3,0 1789 2,0
2 1+ 288 746 2,5 10529 36.% 17625 61,0 1478 5,0 BCB 3,0
3 2+ 433 449 1.0 13766 31,0 15521 36,0 1298 3,0 1610 3.5
49 1+ 542 443 1,0 13518 25,0 13950 25,5 16?74 i 498 1.0
S Z+ 1043 2305 2.5 4294 4,0 4062 4,0 6367 6,0 4670 4,5
& 2+ 2402 2190 1,0 6561 2.7 5730 2.4 1104% 4,5 84498 3,5
T 1+ 2537 2069 1,0 7114 10 anAY P anne 2,0 n4n 1.5
-] 3 J V] 1712 1,0 Joahi o 21 JTlon 21,5 H218 3,0 5199 4,0
9 2+ 2001 2247 1,0 8671 4,0 5600 2,8 €034 .0 5358 2,5
10 1¢ 173 189 1,0 2403 i4.0 2649 15,0 2082 12,0 1925 11,0
11 1+ 270 276 1,0 3565 13,0 11551 43,0 A76% 14,0 2604 9.5
12 NEGATIVA 355 1246 3,5 14101 39,5 10201 28,5 1416 4,0 1551 4,5
13 NEGATIVA 548 273 0,5 15517 28,5 4492 a,0 1857 3.5 454 1,0
14 NEGATIVA 996 689 0,5 12460 12,5 4203 4,0 1033 1,0 B23 1,0
15 NEGATIVA g3 674 2,0 8024 21,0 B8%1 23,0 856 2,0 706 2,0
16 NEGATIVA 781 831 1,0 17472 22,5 9928 12,5 1680 2,0 : 113 1,0
17 NEGATIVA 845 1366 1,5 25491 30,5 i5092 18,0 897 1,0 734 1,0
18 NEGATIVA 3251 3558 1.0 12e88 4,0 12362 4,0 14609 4,5 12613 4,0
15 NEGATIVA A330 3476 1,0 9711 3,0 6330 2,0 5789 1,5 3670 1,0
Mediana 1.0 15,0 15,0 3,0 2,0

Mitandae ~ 11

Mitsauda

L §
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TABELA XVI - INDICES DE ESTIMULACAO, CONCENTRACOES SERICAS DE
PROTEINA-C-REATIVA E TNF NOS CONTROLES MITSUDA NEGATIVOS

E POSITIVOS.

fNDICES DE ESTIMULACAO PCR NO SORO TNF NO SORO
No
PCR PHA PHA+PCR Con-A Con -A+PCR mg/dl mg/dl
]
1 3,5 39,5 28.5 4,0 4,5 0,50 5,7
E
2 0,5 28,5 8,0 1,5 1,0 0,65 6,5
G
3 0,5 12,5 4,0 1.0 1,0 1,15 8,4
A
4 2.0 21,0 21,0 2,0 2,0 0,82 5,8
T
5 1,0 22,5 12,5 2,0 1,0 0,65 7.1
I
6 1,5 30,5 18,0 1,0 1,0 0,55 6,9
v
7 1,0 4,0 4,0 4,5 4,0 0,75 5,8
-]
8 1,0 3,0 2,0 1,5 1,0 0,60 6,6
L
Mediana 1,0 21,8 10,3 2,0 1,0 0,73 0,65
1 1,5 15,0 21,5 3,0 2.0 0,60 6,9
P
2 2,5 36,5 61,0 5,0 v, 0 0,61 6,9
o]
k] 1,0 31,0 36,0 3,0 1,5 0,62 8,3
8
q 1.0 25,0 25,5 3,0 1,0 0,60 7.4
I
5 2,5 4,0 4,0 6,0 4,5 0,91 7,9
T
[ i, 0 2.7 2,4 4,5 3,5 0,70 6,6
I
7 1,0 3,0 2,5 2,0 1,5 0,65 7.0
v
8 1,0 21.5 21,5 31,0 1,0 0,60
]
9 1,0 4,0 3,0 2,8 2,5 0,75 '
8
10 1,0 14,0 15,0 12.0 11,0 0,60
11 1,0 13,0 43,0 14,0 9,5 0,65
Mediana i,0 14,0 21,5 3,0 3,0 0,70 7.4

Mitsuda+ = 11
Mitsuda: = 08
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Outro aspecto interessante € que sob estimulo da ConA, a
resposta proliferativa de linfocitos de individuos normais (M=3,0) foi menor
que a de doentes de hanseniase (M=4,8 e M=4,0 para virchowianos e
tuberculodides, respectivamente), ao contrario da atividade blastica induzida
pela PHA, indicando que sob estimulo da ConA linfocitos do grupo controle

sao menos reativos que linfocitos dos grupos I e II.

6.4. Linfoproliferacdo sob estimulo da ConA e PCR

Adicionando-se proteina-C-reativa (PCR) as culturas de linfocitos
estimuladas pela ConA observa-se na Tabela XV e Figura 17, tendéncia a
reducao da resposta bastogénica (M=2,0). A maioria dos valores dos IE
diminuiu ou permaneceu inalterada pela adicao de PCR, apenas dois valores
aumentaram discretamente (n°s. 3 e 12).

Analisando estatisticamente (Wilcoxon) as diferencas entre estas
estimulacoes, observou-se que PCR diminui significativamente a resposta
linfoproliferativa de individuos normais estimulada pelas ConA (z = 3,43; p <
0,00023).

Proteina-C-reativa foi depressora da atividade linfoblastica
estimulada pela ConA nos trés grupos estudados, sendo esta depressao mais
acentuada nos virchowianos (58%) e aproximadamente igual nos
tuberculéides (25%) e controles (30%).

No entanto, se os resultados do grupo controle forem analisados
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segundo a resposta da reacao de Mitsuda (Tabela XVI e Figura 17), observa-
se que os Mitsuda-negativos apresentaram indices menores (M=2,0) que os
Mitsuda-positivos (M=3,0), para a ConA. A associacao de PCR As cubaras
estimuladas pela ConA reduziu em 50% a linfoproliferacao dos individuos
Mitsuda-negativos (M=1,0); enquanto nos Mitsuda-positivos a PCR nao

alterou a blastogénese induzida pela ConA (M=3,0).
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FIGURA 17 - INDICES DE ESTIMULACAO DAS RESPOSTAS LINFOPROLIFERATIVAS
DOS INDIVIDUOS CONTROLES, ESTIMULADAS PELA CONCANAVALINA-A
(Con-A) E Con- -A ASSOCIADA A PROTEINA-C-REATIVA (PHA+PCR).
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6.5. Linfoproliferacdo sob estimulo da PCR

Linfécitos de individuos normais, sob estimulo de proteina-C-
reativa, apresentaram atividade blastica semelhante as culturas controles,
medianas dos IE igual 1,0 (Tabelas XV e XVI ), sugerindo que PCR nao
interfere na atividade blatogénica de linfécitos do grupo controle, assim

como dos grupos I e II.

Analisando os resultados da blastogénese segundo os mitogenos,
observa-se que a acao mitogénica da PHA foi mais acentuada nos individuos
controles Mitsuda-negativos (M=21,8), diminuindo nos Mitsuda-positivos
(M-14.0), nos doentes tuberculdides torpidos (M=8.0) e reacionais (M=3.8).
Os menores indices de estimulacao foram dos pacientes virchowianos, com
ou sem reacao hansénica (M=3,0).

Com a adicao de PCR as culturas estimuladas pela PHA a
resposta linfoproliferativa variou segundo a forma da doenca e a reacao de
Mtisuda. Nota-se na Figura 18, que houve tendéncia a reducao de 24% desta
resposta em virchowianos reacionais e de 47% nos controles Mitsuda-
negativos, enquanto nos tuberculdides e controles Mitsuda-positivos (M+)
houve tendéncia a aumento da blastogénese. A associacao de PCR aumentou
a proliferacao de tuberculoides torpidos em 25%, dos T reacionais em 18% e

dos controles M+ em 53%.
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FIGURA 18 - VALORES DAS MEDIANAS DOS INDICES DE ESTIMULACAO SOB
ESTIMULO DE FITOHEMAGLUTININA (PHA), C 0 NCANAVALLNA-A (Con-A)
E PROTEINA-C-REATIVA (PCP.), EM DOENTES DE HANSENIASE E

INDIVIDUOS CONTROLES .

VV = virchowianos/ VR= virchowianos reacionais

TT =tuberculdides torpidos/TR tubereuldides reacionais

M =controle Mitsuda-negativo/M+=controle Mitsuda-positivo

Considerando a atividade do mitogeno ConA observa-se,
inicialmente (Figura 18), que a proliferacao de de -virchowianos foi maior,
especialmente nos reacionais (M=6.8 nao reacionais M=4,0),comparada a

resposta de tuberculoides (torpidos M=3.5, reacionais M=2.5) e dos controles
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(Medianas 2.0 e 3.0 nos M-negativos e positivos, respectivamente).
Associando-se PCR a estas culturas houve depressdao da proliferacao de
linfocitos dos trés grupos, excecao dos controles Mitsuda-positivos cujas
medianas permaneceram inalteradas. Nota-se também que a reducao
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 importancia da proteina-Creativa
(PCR) nos estados reacionais da hanseniase, especialmente na forma
virchowiana em reacdo. E descrito que na reacéo tipo eritema nodoso (que
acomete apenas os virchowianos ), ha aumento acentuado dos niveis séricos
de PCR e que a queda desta proteina pode servir de parametro para
acompanhar laboratorialmente a involucao desta reacao
imunologica(Languillon, 1986 ).

Sabe-se, ainda, que PCR é uma proteina classica da reacdo
inflamatoria aguda, que pode ser detectada no soro e que apés um estimulo
agudo (trauma, infeccao) pode variar de concentracoes menores que 1,0 mg/ dl
(niveis normais) até maiores que 400 mg/dl, em um periodo de 24-48 horas

(Pepys et al., 1983).
Niveis de proteina-C-reatava elevados e persistentes refletem atividade
da doenca e tem sido relatados em infeccoes, reacoes inflamatorias, tumores
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e lesoes tissulares (Hind et al. 1985).

Os resultados da concentracao de PCR no soro dos grupos
estudados revelaram que em doentes Virchowianos (grupo I os niveis séricos de
PCR estdao aumentados (x = 1,84 += 0,39) em reacdo ao grupo controle,
enquanto nos tuberculdides (grupo II) estes valores tendem a ser semelhantes
ao dos controles (x = 0,86 = 0,11 e x = 0,68 £ 0,03 em tuberculdides e
controles, respectivamente). Estes resultados estdo de acordo com relato de
Languillon (1986) que refere niveis elevados de PCR no eritema nodoso, tipo de
reacao restrita aos virchowianos.

Na Tabela I nota-se que 40% dos virchowianos (12 doentes),
apresentavam reacdao, com predominio do tipo eritema nodoso, o que poderia
explicar as maiores concentracoes de PCR neste grupo.

Portanto, os resultados podem sugerir que o aumento de PCR
estaria relacionado a presenca do quadro de eritema nodoso em virchowianos.

Confirmando esta sugestao foi observado que as concentracoes
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 reacao
(M= 2,71) e sem reacao (M= 0,65), como mostra a Tabela XL, encontrou-se que
os niveis de PCR estdo elevados nos virchowianos reacionais, enquanto os nao
reacionais (M= 0,65) tendem a valores semelhantes aos do grupo controle (M=
0,65); indicando que a producao e liberacao de PCR, ria reacao do tipo entona
nodoso, poderia ser diretamente influenciada pela reacao inflamatéria aguda
envolvida neste processo.

Kushner et al. (1982a), descreveram que a reacao inflamatoria
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aguda associa-se a uma série de alteracoes metabolicas e fisiologicas que
ocorrem em resposta a traumas, infeccoes ou inflamacoes.

Estas alteracoes, como descrito por Kushner (1982b) e Dinarello
(1984), incluem o desenvolvimento de febre, depressao dos niveis séricos dos
ions ferro e zinco, distirbio da neoglicogénese e desvio das prioridades
metabolicas do organismo, como reducao da producao de proteinas (por ex.
albumina) e aumento da formacao de proteina da reacao inflamatoria aguda
como PCR.

Desta forma pode ser explicado o quadro clinico que acompanha o
eritema nodoso, (reacdo por imunocomplexo circulante), constituido de febre,
nodulos eritematosos, quentes e dolorosos generalizados, adenomegalia, dores
articulares, neurites e aumento de PCR sérico (Bechelli, 1951 e Languillon,
1986), por se tratar de unia reacao inflamatoria aguda com manifestacoes
sistémicas.

Em tuberculéides, entretanto, os niveis de PCR (M= 0,70) foram
semelhantes aos do grupo controle (M-0,65), mesmo quando foi considerada a
presenca de reacao (M-0,75), indicando que na hanseniase tuberculdide, a
producao de PCR nao seria influenciada pela doenca ou pelo tipo de reacao
que acomete estes pacientes.

E conhecido que doentes tuberculéides apresentam reacdo
localizada, com edema e acentuacao das lesoes, aparecimento ou nao de novas
lesoes, edema de extremidades(maos, pés. geralmente, caracterizados um

quadro tipico de reacao inume celular bem delimitada.
Pelo tipo de reacao inflamatoéria envolvida na forma tuberculoéide, a

producdo de proteina-C-reatava permaneceria inalterada, o que explicaria os
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resultados observados e esta de acordo com Languillon (1986) que relata

niveis normais de PCR em tuberculdides com reacao.

Atualmente existem resultados experimentais evidenciando que a
producao de proteina-C-reativa € 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 fungao reguladora das citocinas.

Determinando a concentracdo sérica de aTNF nos trés grupos
estudados, foram encontrados niveis maiores que nos controles (M-6,9 pg/ ml),
em soro de tuberculdides (M-12,4) e virchowianos (M-9,4), sugerindo que a
infeccao pelo M. leprae pode estimular macrofagos a produzirem aTNF e que
este estimulo parece ser mais efetivo nos tuberculoides, (Tabela IX e Figuras 9,

10 e 11).

Estes resultados poderiam ser explicados pela inducao da producao
de citocinas como observado em queimaduras, por Yamada et alai (1990). Na
hanseniase a infeccao pelo M. leprae provocaria a resposta inflamatoria, capaz
de induzir a producado de citocinas, numa proporcao correspondente a
capacidade de ativacao macrofagica, que foi mais acentuada em doentes
tuberculdides. Estes achados confirmam nosso estudo anterior (Silva & Foss,
1989) onde descrevemos deficiéncia na producao de aTNF por macrofagos de
virchowianos sem reacao hansénica, em relacao a resposta de tuberculédides e

controles.

Entretanto, quando se analisam, separadamente, os resultados de
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virchowianos com reacao, (Tabela XI) observam-se niveis séricos elevados de
aTNF (M=112,9), enquanto os nao reacionais apresentaram concentracoes
menores (M=8,2), sendo ambas maiores que do grupo controle.

Os resultados sdao muito interessantes, pois evidenciam que a
infeccao bacilar mantém certa ativacao de macrofagos de virchowianos, com
producao discreta ou minima de aTNF. Mas, foi a reacao inflamatoria aguda da
hanseniase virchowiana (eritema nodoso) o processo que realmente estimulou a
producao de aTNF.

Sarno et al. (1991) relataram que 50% dos pacientes virchowianos
com eritema nodoso apresentavam niveis elevados de aTNF (alguns maiores
que 1000 pg/ml) e de IL1, concluindo que aTNF e ILl podem estar envolvidas na
reacao hansénica, Nossos resultados em virchowianos com eritema nodoso
(Tabela XI), continuam que esta reacao cursa coin maior producao de aTNF.

Foi observada correlacao positiva (r=0,943) entre niveis séricos de
aTNF e PCR nos virchowianos, isto €, quanto maior a producao de aTNF maior
a concentracao de PCR, sugerindo que, possivelmente, esta citocina esteja
relacionada ao estimulo do hepatocito para producao de PCR (Tabelas VIII, IX,
XI e Figuras 6 a 11).

O mecanismo proposto € que macrofagos ativados secretariam
citocinas (ILl1, aTNF e IL6), que estimulariam linfocitos T (timodependentes) e
também hepatocitos. IL6 € o principal ativador do hepatécito para a sintese de
proteinas 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 reacao, o coeficiente de correlacao entre os niveis de adTNF e
PCR cai acentuadamente (r=0,041), sugerindo que todo o processo foi
desencadeado pela reacao inflamatoria aguda (r=0,982).

A tendéncia para distribuicdo casual entre niveis séricos de TNF e
PCR (r=0,565) em doentes tuberculdides, poderia ser explicada pelas
caracteristicas clinicas desta forma da doenca. Nos tuberculéides com reacao o
coeficiente de correlacao € um pouco maior (r=0,786), sugerindo que durante o
surto reacional houve reacado inflamatéria que estimulou a producao de
citocinas e PCR, em concentracoes menores, talvez por ser esta reacdo mais
localizada.

Nesta forma de doenca os niveis de producao de dINF variaram
muito pouco com a reacao hansénica, assim como as concentracoes séricas de
PCR. Na Tabela IX observa-se que os maiores niveis de dINF foram
encontrados na presenca (pacientes nos. 3 e 16) e na auséncia (pacientes nos.
10 e 13) de reacao, indicando que a propria infeccao seria um dos fatores
capaz de ativar macrofagos de tuberculdides levando a producao desta
citocina.

No grupo controle, como esperado em individuos normais, os niveis
séricos de aTNF foram baixos, da mesma forma que as concentracoes de PCR,

e nao se observou correlacao significante entre eles.

A analise global destes resultados destaca a Importancia da reacao

inflamatéria aguda (eritema nodoso) da hanseniase virchowiana na
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potencializacao da resposta macrofagica, capacitando células deficientes na
producao de citocinas a produzi-las em niveis elevados, ocorrendo também,
producao acentuada de proteina-C-reativa.

Proteina-C-reativa tem sido considerada como mediador pro-

inflamatoério inespecifico com atividades biologicas definidas, tais como a de:
a) induzir atividade tumoricida de macrofagos (Zahedi & Mortensen, 1986);
b) modular a formacdo de colonias de células precursoras de monocitos e de
células B humanas (Mortensen, 1983; Whisler et al., 1983; Whisler et al.,
1986); c) ligar-se a subpopulacoes de linfocitos que contenham receptor para
Fc da imunoglobulina G (James et al., 1981a e b), assim como aos monocitos
(Gewurz, 1982; Zeller et al.,, 1989) e aos neutrofilos (Mullex et al.,, 1986;
Buchta et al., 1987).

Nos experimentos realizados para se verificar a influéncia da
proteina-C-reativa na resposta linfoproliferativa de doentes de hanseniase e
de individuos controles nao afetados pela doenca, observou-se ampla
variedade de respostas em cada grupo estudado.

Virchowianos tiveram discreta (M=3,0) resposta linfoproliferativa
pela PHA (dose de 20,0 ug/ml) na presenca ou nao de reacao hansénica
(Tabelas X, XI e Figura 12), mas observando os indices de estimulacao
individualmente, nota-se que os virchowianos reacionais apresentam indices
mais elevados (53.0, 59.5 e 60.0 nos pacientes n°® 22, 23, 24 e 235).

A proteina-C-reativa nao alterou a resposta linfoproliferativa Induzida
pela PHA em virchowianos com e sem reacao, em niveis de significancia
estatistica, porém os resultados das Tabelas X, XI e Figura 12 mostram que em

alguns doentes sem reacao (6/18) a PCR tende a aumentar os indices de
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estimulacao (nos. 4, 8, 9, 10, 12 e 14), enquanto que na metade dos
reacionais (6/12) houve diminuicao da blastogénese (nos. 23. 24, 25, 28, 29,
30) na presenca de PCR. Assim, conclue-se que a resposta linfoproliferativa,
induzida pela PHA, em virchowianos nao foi alterada pelo surto reacional ou
pela associacao de proteina-C-reativa as culturas.

. Em tuberculéides torpidos a resposta linfoproliferativa estimulada
pela PHA foi maior (M=8,0) do que nos reacionais (M°3,8) e nos virchowianos
com e sem reacao (M=3.0; Figura 18), indicando que a capacidade de resposta
a PHA foi maior em linfocitos de tuberculéides térpidos, o que esta de acordo
com resultados ja observados por nos (Foss et ali, 1977).

Na presenca de proteina-C-reativa a resposta linfoproliferativa de
doentes tuberculdides foi maior, aumentando em 25% nos torpidos (M=10.0) e
em 18% nos reacionais (M=4,5, Figura 18), sugerindo que PCR tende a elevar a
capacidade linfoproliferativa de tuberculdides induzida pela PHA, embora os
niveis nao sejam de significancia estatistica.

Estes dados mostram que linfocitos de doentes tuberculéides
torpidos sao mais reativos a PHA que os de reacionais e que proteina-Creativa
poderia ter acao estimulante da blastogénese induzida por este mitégeno.

Os controles Mitsuda-negativos responderam a PHA com indices de
estimulacao maiores (M=21,8) em relacao aos Mitsuda-positivos (M=14,0) e
aos pacientes de hanseniase (Figura 18), indicando que linfocitos T de
individuos ndo acometidos pela doenca apresentam maior potencialidade de
blastogénese a PHA; o que pode sugerir que a infccao pelo M. leprae,

possivelmente, interfere na proliferacao linfocitaria, reduzindo a potencialidade
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de resposta destas células.

Os mecanismos que poderiam explicar esta reducao de resposta da
célula T nao estdo completamente esclarecidos. Segundo Godal (1984) a
depressdo da linfoproliferacao de virchowianos localiza-se no linfécito T
"helper" (auxiliar), que teria suas funcoes alteradas por maior atividade das
células supressoras ou por menor producdo de interleucina -2 (IL2 - fator de
crescimento dos linfocitos).

Mehra et all (1980) descreveram, em virchowianos, maior atividade
de células supressoras (OKTs*) e Haregewoin et alii (1983) mostraram que as
células T de virchowianos sao deficientes na producao de IL2, mas a adicao de
IL2 as 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
da proteina-C-reativa foi oposta no grupo controle, pois reduziu de 47% a
resposta dos Mitsuda-negativos (M=10,3) e aumentou 53% a proliferacao
induzida pela PHA nos Mitsuda-positivos (M=21.5), enquanto nos doentes

esta proteina nao alterou significativamente a blastogénese induzida pela
PHA.

Logo, baseando-se nos resultados obtidos pode-se supor que
proteina-C-reativa tende a estimular a blastogénese, induzida pela PHA, de
linfocitos de individuos Mitsuda-positivos e a reduzir proliferacao dos Mitsuda-
negativos, porém nos doentes tuberculoides (Mitsuda-positivos) e virchowianos

(Mitsuda-negativos) esta atividade nao pode ser evidenciada.
Outro achado interessante é que nas culturas de doentes e controles
nao se observou que a proteina-C-reativa tivesse acao estimuladora ou



94

depressora da blastogénese de linfocitos (Tabelas XI, XIV e XVI), porque as
respostas na presenca de PCR foram semelhantes as das culturas controles
(sem estimulo); portanto parece que a atividade da PCR estaria, também
associada a presenca do mitogeno, ou da ativacao prévia dos linfocitos T.

O mitégeno concanavalina-A induziu linfoproliferacdo mais
acentuada em virchowianos (M= 4,8) que em doentes tuberculoides e no grupo
controle (Figura 18). Esta acao estimulante foi maior em linfocitos dos doentes
com reacao (M= 6,8), demonstrando que linfocitos de virchowianos sao mais
reativos a ConA e a reacao de eritema nodoso Intensifica esta reatividade.

A explicacao destes achados pode ser baseada no conhecimento de
que os mitogenos PHA e ConA tém afinidade por diferentes subpopulacoes de
linfocitos T. A atividade mitogénica da ConA tem sido relacionada a
subpopulacao de linfocitos T supressores (Shou et al., 1976; Sakane & Greene,
1977). Mehra et al. (1979, 1980 e 1982) descreveram que a supressao na
hanseniase € mediada por subpopulacao supressora citotoxica Th2* V CD8*.
Por outro lado, PHA é considerada um bom ind utor de proliferacao celular "in
vitro", especialmente das subpopulacoes CD3* e CD4+ (Rotteveel et al., 1988;
Bloemena et al., 1989).

E descrito também (Mehra et alit, 1980 e Modin & Rea, 1987), que
pacientes virchowianos apresentam atividade diferente das subpopulacoes de
linfécitos T, com predominio de supressores e citotoxicos (CD8+) cm relacao
aos auxiliares (CD4+), explicando assim. os maiores indices de estimulacdo
encontrados sob estimulo da ConA.

A intensidade de resposta durante a reacao hansénica pode ser
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relacionada a reacao inflamatoéria aguda desencadeada pelo eritema nodoso,
com liberacdo de interleucinas e consequente ativacdo de linfécitos T,
potencializando a resposta mitogénica sobre uma populacao de células
proporcionalmente mais ativa.

Entretanto, quando foi acrescentada PCR as culturas de virchowianos
estimuladas pela ConA observou-se reducao acentuada (58,4%) da
linfoproliferacao estimulada pelo mitogeno, especialmente quando se
considera a presenca de reacao hansénica na qual houve depressao de 70%
de blastogénese induzida pela ConA. (Figuras 13 e 18).

Estes resultados sao muito interessantes porque revelam
atividade redutora de blastogénese, especifica a subpopulacdo supressora
citotoxica, estimulada pela ConA. Esta especificidade poderia ser explicada
pelas hipoteses:
a)Modificacao do comportamento de finfécitos T, alterando sua capacidade de
resposta imunecelular, como relata Gotschlich (1989) que PCR. mortifica o
comportamento de células efetoras, principalmente leucécitos
polimorfonucleares, finfécitos, mondcitos e plaquetas.

b) Os receptores dos (infocitos?supressores/ citotoxicos teriam possibilidade de
reconhecer a PCR que seria entdo fixada a parede das células impedindo a
acdo da ConA.

c)Proteina-C-reativa poderia reagir quimicamente com concanavalina - A
formando um produto diferente, ndo reconhecido pelas células T, diminuindo,
portanto, a resposta blastogénica.

Apesar de especulativas as hipoteses b e ¢ podem ser consideradas
para explicar os resultados.

Deve ser ressaltado que PCR pura, na cultura de linfocitos de
virchowianos, nao exerceu qualquer das atividades estimulante ou supressora,

o que indica que as alteracoes descritas com a estimulacao pela ConA sao
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realmente especificas.
Portanto, o conjunto de alteracoes observadas em doentes

virchowianos revelou que a reacao de eritema nodoso € foco de desenvolvimento
das alteracoes imunologicas, caracterizada laboratorialmente por elevacao de
dINF e PCR séricos, associado com maior resposta proliferativa de linfécitos
estimulados pela ConA, mas a proteina-C-reativa parece ter importante acdo na
modulacao desta resposta, deprimindo a atividade de linfocitos T supressores.
E importante destacar também, que a resposta celular de virchowianos é mais
acentuada na subpopulacao de linfocitos estimulados pela ConA.

Sendo a populacao de células T supressoras/ citotoxicas (estimulada
pela ConA.) a que mais responde no teste de linfoproliferacao de virchowianos,
provavelmente seja este um dos fatores envolvidos na evolucdo cronica e
insidiosa da hanseniase virchowiana, pois, como é conhecido, as células T
supressoras bloqueiam a producao e a expressao dos receptores de 1L2 na
superficie de linfocitos T auxiliares, promovendo depressao da proliferacédo e da
producao de linfocinas por estas células (Godal, 1984), com consequente
deficiéncia da resposta imunecelular e evolucdo da doenca.

Entretanto, durante o surto de reacdo, os virchowianos podem
apresentar, em nivel celular, um mecanismo de defesa caracterizado pela acao
da proteina-C-reativa, em altas concentracoes séricas nos virchowianos
reacionais (Tabela XI), reduzindo de até 70% a atividade dos linfocitos
supressores/citotoxicos (Figura 18), sem alterar a linfoproliferacao induzida
pela PHA, determinando um aumento relativo da atividade das células T

auxiliares e, em consequéncia, a melhora da resposta.
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Em tuberculdides a resposta proliferativa com o mitéogeno ConA
tende a ser menor que em virchowianos (Figura 18) e decresce durante o surto
de reacao demonstrando que é menor a atividade de linfocitos estimulados pela
ConA na hanseniase tuberculoide e que a reacao hansénica desta forma polar
da doenca, tem caracteristicas diferentes das do eritema nodoso da hanseniase
virchowiana.

A adicao de proteina-C-reativa diminui em 25% a blastogénese
induzida pela ConA (Tabela XIII) em linfocitos de doentes tuberculdides, mas
nos tuberculdides reacionais a resposta linfoproliferativa a ConA nao foi
alterada pela adicao de PCR (Tabela XIV e Figura 18).

Assim, os resultados indicam que PCR é depressora de imunidade
celular de linfécitos de tuberculdides, estimulados pela ConA, destacando a
especificidade desta proteina para esta populacao de células T, sem interrelacao
com a reacdo hansénica destes doentes.

No grupo controle os resultados da linfoproliferacao revelaram que
linfécitos de individuos normais respondem mais a PHA (M=15,0) do que a ConA
(M=3,0), mostrando que € maior de proporcao da populacao de linfécitos
estimulados pela PHA.

Considerando que os linfocitos estimulados pela ConA referem-se
a populacao de células supressoras/citotoxicas (Shou, 1976; Sakane &
Greene, 1977), pode-se observar que esta populacao foi menor em individuos
normais, em concordancia com Lanier (1991) que relata ser de
aproximadamente 3:1, a proporcao de células auxiliares e supressoras/
citotoxicas no sangue periférico de controles. Logo, nos controles é esperada

maior blastogénese sob estimulo de PHA em relacao a ConA.
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Associando-se proteina-C-reativa as culturas estimuladas pela
ConA, observou-se que, no grupo controle, PCR reduz de 30% a
linfoproliferacao estimulada pela ConA. Portanto, proteina-C-reativa tem acao
supressora de blastogénese ('in vitro") induzida pela ConA, sendo esta
supressao especifica para este mitogeno, em doentes com hanseniase e em
individuos nao afetados pela doenca.

Baseando-se nos dados apresentados sobre as concentracoes de
proteina-C-reativa e de aTNF, bem como sobre a acao supressora de PCR sobre
linfocitos T supressores em doentes com hanseniase € no grupo controle,
propde-se um mecanismo que poderia relacionar os achados e explicar alguns
aspectos da reacao hansénica.

Deste modo, algum fator que provocasse alteracao celular, com
morte de bacilos Intracelulares (tratamento, por exemplo), ativaria os
mecanismos imunologicos, entre eles o sistema complemento, o qual iniciaria
uma reacao inflamatoéria aguda, com ativacdo de macrofagos e liberacao das
citocinas IL1,IL6 e aTNF (Yamada et alii, 1990). Estas citocinas estimulariam
os hepatocitos induzindo-os a secretarem proteina-C-reativa.

Uma caracteristica interessante associada a proteina-C-reativa, €
que ela apresenta propriedade de lectinas, com capacidade de ligar-se a varios
tipos de células e inclusive proporcionando opsonizacao e potenciando a
ativacao do sistema complemento (Yamada et alii, 1990). A acao sinergistica da
PCR e do complemento resultaria em maior producdo de citocinas pelos
macrofagos, gerando uma reacao de "feedback" positivo que alimentaria e
amplificaria ainda mais a reacdo inflamatoria, além de propiciar aumento de

fagocitose e eliminacao das células lesadas.
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Assim, a atividade das citocinas e da proteina-C-reativa em lesdes
provocadas pelo M leprae podem proporcionar um sistema eficiente de defesa
tecidual. Além disso, utilizando suas propriedades de se ligar a membrana de
diversos tipos celulares, a proteina-C-reativa se ligaria especificamente em
linfécitos T supressores/citotoxicos, os quais encontram-se mais reativos nos
virchowianos, suprimindo a atividade destas células e proporcionando
condicoes para que linfoécitos T auxiliares possam controlar imunologicamente
o processo inflamatorio. Niveis elevados de aINF e IL1 nos virchowianos
reacionais, também atuariam sobre os linfécitos T auxiliares, amplificando a
resposta imunologica.

A integracao de todos os resultados, relacionando-os a uma reacao
sistémica, na hanseniase reacional (eritema nodoso), pode ser

esquematicamente representada pelo modelo:
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Os niveis séricos de Proteina-C-Reativa (PCR) e cio fator de necrose
tumoral (aTNF) e a atividade da PCR sobre a proliferacao de linfocitos de
doentes de hanseniase e de individuos aparentemente normais (controles)
foram investigados, com o objetivo de avaliar se existe correlacao entre os
niveis de aTNF e PCR e se é diferente a atividade da PCR sobre a
blastogénese de linfocitos na presenca da reacdo hansénica.

Foram estudados 72 individuos, da regido de Ribeirao Preto, sendo
53 doentes de hanseniase (30 virchowianos e 23 tuberculdides) e 19
controles. Entre os virchowianos 12 apresentaram reacdo hansénica assim
como 8 dos tuberculdides. Os controles foram subdivididos segundo o
resultado da reacdao de Mitsuda em Mitsuda-positivos, 11 e Mitsuda-
negativos, 8.

Determinaram-se as concentracoes séricas de PCR cm soro de
doentes e controles utilizando-se o método nefelométrico. Para avaliar os

niveis séricos de aTNF utilizou-se o método imunorradiomeétrico.
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A proliferacao de linfécitos foi desenvolvida em meio de cultura
contendo 15% de soro AB normal, inativado pelo calor, na presenca dos
mitogenos fitohemaglutinina (PHA-201 ug/ml) e Concanavalina A (ConA -
10ug/mlL) e ainda de proteina-C-reativa (PCR-5,0 uml). Apoés separacao pelo
Ficoll-Hypaque, as células foram cultivadas em triplicatas e mantidas a 37°C
em atmosfera contendo aproximadamente 5% de CO2, durante 72 horas. Os
resultados foram avaliados pela incorporacao de 3H-timidina, fazendo-se a
leitura das radiacoes em espectometro de cintilacao liquida.

Os resultados mostraram que as concentracoes de PCR foram
elevadas em virchowianos reacionais em relacdo ao grupo controle. Em
tuberculdides (torpidos e reacionais) os niveis de PCR sao semelhantes aos
dos controles.

Observou-se correlacao positiva entre as concentracoes de PCR e de
dINF, ou seja, os niveis de aTNF sao maiores que os dos controles em doentes
virchowianos reacionais, mostrando que quando a concentracdo de aTNF
aumenta ocorre aumento da concentracdo de proteina-C-reativa. Outro
achado interessante foi que ha uma producao discreta de aTNF nos doentes
(virchowianos e tuberculdides), que indica que a doenca pode induzir a
pequena ativacao macrofagica, mas a maior ativacao dos macrofagos ocorre
em virchowianos reacionais.

A resposta linfoproliferativa a PHA foi menor em virchowianos que
em tuberculoides e controles. Nos controles Mitsuda-negativos os indices de
estimulacao foram maiores. Associando-se PCR as culturas estimuladas pela
PHA nao se observou alteracdo da proliferacao de doentes (virchowianos

e tuberculdides), mas houve reducao de 47% da resposta dos controles
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Mitsuda-negativos e aumento de 53% da blastogénese dos Mitsuda-positivos.

Linfocitos de doentes e controles, cultivados na presenca de PCR,
nao apresentaram estimulacao ou depressao da resposta proliferativa.

Estes dados sugerem que a proteina-C-reativa nao interfere com a
resposta linfoproliferativa, induzida pela PHA, em doentes de hanseniase;
entretanto no grupo controle € depressora da blastogénese dos Mitsuda-
negativos e indutora da proliferacao nos Mitsuda-positivos.

Sob estimulo de ConA observou-se maior proliferacao em linfécitos
de virchowianos, especialmente os reacionais, que nos tuberculéides e
controles, indicando que na hanseniase virchowiana a populacao de células
estimulada pela ConA (supressora/citotoxica) tern maior atividade blastica. A
proteina-C-reativa reduziu de 58% a linfoproliferacao Induzida pela ConA em
virchowianos e de 70% nos virchowianos reacionais. Nos tuberculéides (sem
relacdo com reacao hansénica) e nos controles (Independentemente da reacao
de Mitsuda) a PCR foi também depressora da atividade mitogénica da ConA,

porém em nivel discreto (25% nos tuberculéides e 30% nos controles).

No material estudado, com os métodos utilizados as conclusoes
foram as seguintes:

1) Concentracoes séricas de proteina-C-reativa estdo elevadas nos
virchowianos reacionais, diretamente relacionadas n reacdo inflamatoéria
aguda destes doentes (eritema nodoso).

2) Durante o eritema nodoso a resposta inflamatéria de virchowianos

acompanha- se de aumento acentuado da citocina aTNF, correlacionando-se



104

positivamente com as concentragoes de PCR.

3) Linfécitos de virchowianos apresentam linfoproliferacdo mais acentuada

ao

mitégeno ConA que a PHA. A resposta blastogénica, estimulada pela ConA,

é maior em doentes virchowianos do que em tuberculéides e no grupo
controle.

4) Proteina-C-reativa tem ag¢do depressora especifica da linfoproliferacdo
induzida pela ConA em culturas de doentes e controles, mais acentuada
em virchowianos, especialmente nos estados reacionais

5) Proteina-C-reativa ndo influencia a resposta blastogénica ao mitégeno PHA
em culturas de doentes de hanseniase, mas é depressora da
linfoproliferacao induzida pela PHA dos controles Mitsuda-negativos e
estimuladora desta resposta nos Mitsuda positivos.

6) Proteina-C-reativa ndo é indutora ou depressora da binstogénese em

culturas de linfécitos de doentes e controles.
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