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Estudo da precipitagao entre
soros de portadores de Hanseniase .

Edimo Garcia de Lima, Maria Rosa Losano Borras, Maria Aparecida Araijo.

RESUMO

Os autores cstudaram a precipitacdo de soros de leprosos que reagiram entre si. Para a
realizacdo deste estudo empregaram o método de OUCHTERLONY. Examinaram 885 soros
de pacientes nas trés formas clinicas da doenga. Entre os soros examinados somente 100
deles deram reacdes positivas de precipitagdo. sendo que o nimero deles que reagiu por mais
de uma vez foi pequeno e dos que reagiram por um nimero menor de vezes foi major. Quan-
to & reatividade dos soros. em relagdo s formas clinicas de lepra mostrou ser maior na for-
ma L. depois, na T ¢ a seguir na forma 1. Ndo houve influéncia do tipo, nem do tempo de
tratamento. Concluiu-se que os portadores de lepra nas trés formas podem, em determinadas
ocasides, portar antigenos ou anticorpos na circulagdo sanguinea e que eles podem reagir en-
tre si, dando faixas nitidas de precipitagdo quando postos a reagir.

INTRODUCAO

Atualmente muitos pesquisado-
res tém dirigido seus estudos a imuno-
logia da hanseniase no sentido de es-
clarecer em pormenores as manifesta-
¢8es que causam esta enfermidade.

Estudos. eletroforéticos com so-
ros de leprosos, realizados por FIO-
RILO & BECHELLI (1956), demons-
traram um baixo teor de albumina nos
soros examinados em relagdo aos de

pessoas normais, além de um aumento
das imunoglobulinas. Apesar do eleva-
do teor destas havia variagdo dos seus
niveis entre os soros dos pacientes
que estudaram.

Com o intuito de estudar a preci-
pitacdo, OUCHTERLONY, em 1958,
desenvolveu o método da dupla difu-
sdo em gel de agar, que permite a difu-
sdo de antigenos e de anticorpos, for-
mando complexos que ddo precipita-
¢do visivel.

* Trabalho realizado no Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirfo Préto. Universidade de Sdo Paulo.
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O M. leprae foi encontrado no
leite de mulheres leprosas por PE-
DLEY, em 1967, o que indica a sua
disseminagfo através do organismo
do doente e também através do leite.

SHWE (1971) THOMAS et alii
(1970) e COLOGLU (1979) descreve-
ram lesdes sobre gromérulos renais
causadas por imunocomplexos em pa-
cientes portadores de lepra. QUISMO-
RIO et alii (1975) demonstraram a
presenca de imunoglobulina na pele de
leprosos. MELSON et alii (1980), u-
sando a técnica de radioimunoensaio,
demonstraram a presenca de anticor-
pos especificos contra o M. leprae (an-
tigeno 7) em sangues de recém-nasci-
dos de maes portadoras de hanseniase,
conseqiientes a exposi¢do da crianga
aquela bactéria ainda no dtero mater-
no. O teor de anticorpos permaneceu
até por quatro meses, declinando a se-
guir. Acham os autores que mes baci-
liferas podem estimular seus filhos ain-
da no dtero a produzirem anticorpos
especificos pela exposicio ao M. le-
prae.

KAPLAN &CHASE (1980) con-
seguiram, em 52 pacientes leprosos,
evidenciar a presenca de anticorpos cir-
culantes contra 9 antigenos de mico-
bactérias, usando a técnica de precipi-

tagdo em gel de OUCHTERLONY.

GILLIS et alii (1981) estudaram
por meio do teste de imunodifusdo,
antigenos de 22 diferentes micobacté-
rias frente a soros de leprosos, quando
mostraram que através das provas soro-
logicas pode-se incriminar a bactéria
infectante.

Os autores deste trabalho, levan-
do em consideragdo os estudos de pes-
quisadores que se ocuparam em de-
monstrar os teores de anticorpos circu-
lantes, antigenos e mesmo complexos
imunes, propuseram estudar a possibi-

lidade de se fazer reagir possiveis anti-
genos e anticorpos existentes em soros
de portadores de hanseniase.

MATERIAL E METODO

Foram usados neste trabalho
885 soros de pacientes portadores de
hanseniase nas formas L, I e T, sendo
que alguns deles apresentavam-se no
estado reacional.

Os pacientes foram sangrados
na veia do antebrago e os seus sangues
deixados coagular a temperatura am-
biente (220C) e, em seguida, separados
os soros por centrifugagdo. As amos-
tras dos soros foram divididas em
aliquotas de 1,0 ml e congeladas a —
250C e somente descongeladas no ato
do seu uso. Nenhum preservativo foi
incorporado aos soros.

Para executar os testes de preci-
pitagdo foram preparadas placas de PE-
TRI, novas e sem defeito proveniente
do manuseio das mesmas. As placas fo-
ram lavadas de rotina, como se fossem
ser empregadas em cultura de tecido,
esterilizadas por aquecimento em for-
no de PASTEUR a 1800C, por duas
horas. No preparo do gel de agar foi u-
sado o agar-agar (Nobel), fundido, na
concentragdo de 1,5%. Colocaram-se
20,0 ml em cada placa, deixando-se
esfriar. A seguir foram feitos os cortes
no agar e forrados os fundos dos pogos
ali praticados.

Foram colocadas 50 lambdas de
soro em cada pogo e as placas coloca-
das em recipientes fechados e imidos,
e incubados a 370C. As leituras foram
realizadas ap6s 24, 48 e 72 horas de
incubagfo.As leituras das precipitagdes
se referiam as faixas nitidas encontra-
das dentro daqueles periodos de obser-
vagdo.

As reagdes entre os soros foram
baseadas nas. combinag¢des dos soros
postos a reagir dois a dois.
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RESULTADOS

Os soros examinados sdo de pa-
cientes de ambos os sexos, com dife-
rentes idades, indo de 9 a 86 anos. A-
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presentaram a distribui¢do indicada na

tabela 1.

Entre os soros examinados fo-
ram encontrados 26 de pacientes em
estado reacional (2,9%), conforme
mostra a tabela 2.

TABELA 1:Namero e percentual da distribui¢do dos pacientes examinados

FORMAS NUMERO PERCENTUAL
Lepromatosa 527 59,55
Indeterminada 194 21,92
Tuberculbide 164 18,53

TABELA 2: NGmero de casos de pacientes em estado reacional

FORMAS DE DOENCA NO casos INO soros reagentes
Lepromatosa 21 03
Indeterminada 02 -
Tuberculéide 03 06
TOTAL 26 09

A idade média dos pacientes (ta-
bela 2) era de 45 anos com 8 de trata-
mento; 25 eram do sexo masculino e
somente um do sexo feminino.

Foram examinados também 54
casos de pacientes sem tratamento (ca-
sos virgens), sendo dois casos da forma
T, 3 da forma I e o restante da forma
L. A idade média destes pacientes va-

riou de 20 a 57 anos de idade, com a
média de 38 anos.

No total dos pacientes que doa-
ram sangue para este trabalho havia
551 homens e 334 mulheres, cuja ida-
de média era de 51 anos para os ho-
mens e 53 anos para as mulheres.
Quanto ao estado civil pode ser visto
na tabela 3.
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TABELA 6: NGimero de soros e de vezes em que reagiram entre si e o total
TABELA 3: Esitado civil dos doadores

ESTADO CIVIL NO vezes Forma NO soros Total NO vezes Forma N9 sorox  Total
SEXO SOLTEIRO CASADO VIUVO DESQUITADO TOTAL 1 Il ‘ (')z 15 : ((;II
)
Masculino 91 444 13 03 551 T 04 26 T - 02
Feminino 58 217 25 34 334 2 } 8;’ 16 ll 02
TOTAL 149 661 38 37 885 T 03 06 T - 02
3 L 03 17 I 01
| 02 I =
T — 05 T e 01
4 I, 06 18 | 02
TABELA 4: Distribui¢go dos resultados segundo a forma, ntimero e percentual I — I -
T 02 08 i i 0l 03
5 L 01 19 I. 01
FORMAS NUMERO PERCENTUAL I 02 I 01
T 03 06 T = 02
Lepromatosa 56 6,33 I 5 : 5
: 6 s 02 27 | -
Indeterminada 20 2,26 I 01 I B
Tuberculéide 24 2,71 T 04 07 T 01 01
7d L 01 30 L 02
I — I -
T = 01 T = 02
g i 8 L 03 31 L —
TABELA 5: Ntimero de soros e de vezes em que reagiram entre si I _ I 01
T 01 04 T 01 02
NO de vezes N© de soros NO de vezes NO soros 9 ]L 01 38 L 01
02 I =
1 26 15 2 T 01 04 T = 01
2 6 16 2 10 L 02 51 L =
3 5 17 1 I 01 I -
4 8 18 3 T 01 04 T 01 01
5 6 19 2 11 L 01 56 L -
6 7 27 1 ! 02 I 01
7 1 30 2 T - 03 T = 01
8 4 31 2 12 L 02 62 L 01
9 4 38 1 I - I —
10 4 51 1 - 02 T - 01
11 3 56 1 13 L 02 73 L =
12 2 62 1 I - I =
13 2 73 1 T - 02 T 01 01
14 2 . — 14 L 02
I —
T — 02




28 Rev. Pat, Trop. 11(1): 23-30, jan./abr. 1982.

Os pacientes tratados o foram
por meio da sulfa; 11 deles receberam
tratamento concomitante por talido-
mida e 5 deles receberam também anti-
biotico. O tempo de tratamento para
os homens foi de 11 anos, em média;
para as mulheres, de 13 anos e para
ambos os sexos 12 anos, em média.

Reagiram entre si 100 soros,
mostrando faixas de identidade niti-
das. Os resultados se distribuiram de
acordo com a tabela 4.

Entre os soros que deram preci-
pitagdo positiva muitos foram os que
reagiram um nimero menor de vezes;
um nimero muito pequeno deles rea-
giu positivamente com maior nimero
de soros de reagdo positiva, como de-
monstra a tabela 5.

A tabela 6 mostra o nimero de
vezes em ue os Soros reagiram, a for-
ma de lepra e o nimero deles.

DISCUSSAO

A descoberta de OUCHTER-
LONY da precipitagdo em gel de agar
de antigenos e seus respectivos irti-
corpos, permitiu colocar em evidén:ia
varios elementos do soro de pescas
normais e de portadores de enferni-
dades, e ainda abriu caminho pararo-
vas descobertas. Inameros estudo: o-
ram realizados neste sentido. Fm
1956, FIORILLO & BECHELLI su-
daram a composi¢do do soro de leyo-
sos, nos quais evidenciaram quea a-
centuada da albumina sérica e elevigio
das imunoglobulinas. Com os achicbs
de precipitagdo dos autores presume-
-se que haja reagdo dessasimunoglitu-
linas, em nivel mais alto no sore le
leprosos, com antigeno circulante -
vido a disseminagdo bacilar do M &-

prae. A disseminagdo bacilar foi de-
monstrada até no leite de mulheres
leprosas (PEDLEY, 1967).

Outros pesquisadores demons-
traram a deposi¢do de complexos imu-
nes sobre gromérulos renais de lepro-
sos (SHWE, 1971; THOMAS et alii,
1979 e COLOGLU, 1979), demons-
trando assim, que tanto antigenos
quanto anticorpos podem estar na cir-
culagdo, isolados ou em forma de
complexos. Estes achados sdo corrobo-
rados pelos trabalhos de QUISMORIO
et alii (1975), que encontraram imu-
noglobulinas séricas na pele de lepro-
S0S.

Os resultados deste trabalho vém
substanciar os de outros pesquisado-
res, mostrando que no doente podem
ser encontrados tanto antigenos co-
mo anticorpos isolados sem terem for-
mado complexos, dependendo talvez
da fase clinica em que esta o doente,
seja da invasdo bacteriana ou da maior
concentragdo de anticorpos.

O pequeno nimero de soros com
reagdes positivas provavelmente se de-
ve a dificuldade de se encontrarem pa-
cientes em fase de maior concentragdo
de antigenos ou de anticorpos isolados
no sangue periférico como demonstra-
ram os resultados desta pesquisa.

'CONCLUSOES

Os autores estudam a precipita-
¢do de soros de leprosos que reagiram
entre si. Para a realizacdo deste estudo
empregaram o método de OUCHTER-
LONY. Examinaram 885 soros de pa-
cientes nas trés formas clinicas da
doenca. Entre os soros examinados so-
mente 100 deles deram reagdes positi-
vas de precipitagdo, sendo que o ni-
mero deles que reagiu por mais de uma
vez foi pequeno e dos que reagiram
por um nimero menor de vezes foi
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maior. Quanto a reatividade dos soros.
em rela¢do as formas clinicas de le-
pra mostrou ser maior na forma l., de-
pois, na T e a seguir na forma I. Nio
houve influéncia do tipo, nem do tem-
po de tratamento. Concluiu-se que os
portadores de lepra nas trés formas po-
dem, em determinadas ocasides, por-
tar antigenos ou anticorpos na circula-
¢do sanguinea e que eles podem reagir
entre si, dando faixas nitidas de preci-
pitacdo quando postos a reagir.
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SUMMARY

PRECIPITATION AMONG SERA OF
PATIENTS WITH HANSEN'S DISEASE

In this work, an interesting pheno-
menon is presented which consists of pre-
cipitation, by reacting leprosy sera among
themselves..

The patients belonged to three clini-
cal forms of the disease, that is, leproma-
tous. tuberculoid and undetermined.

The method used was that of Ochter-
lony and 885 sera were tested. 100 sera gave
positive precipitation, showing a characteris-
tic band.

The number of positive reactions was
higher in the lepromatous group, followed
by tuberculoid and then by the undetermi-
ned form.

Neither the method nor the lenght of
treatment had any significant influence.

It is concluded that some patients wi-
th leprosy may have, for some time, circu-
lating antigens reacting with specific antibo-
dies, showing characteristic precipitation
bands, with the Ochterlony method.
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