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I- INTRODUGAO E OBJETIVOS

I.1 REACAO R LEPROMINA

Em 1923 durante a III Conferencia Internacional de
Lepra, realizada em Estrasburgo, Mitsuda apresentou um relatorio de
suas experiencias sobre a intradermoreacgio conseqUente a inoculagao
de uma suspensao de lepromas, obtidos por trituragao e fervura, em
403 doentes de lepra {Mitsuda, 1924). Aqui cumpre notar que, de a -
cardd com Hayashi {1933), as experiencias de Mitsuda ja vinham sen-
do feitas bem antes de 1923, visto que, ja em 1916, ele publicara
suas observagoes iniciais no Japanese Journal of Dermatology and

Urology.

Em suas observagoes pioneiras, Mitsuda observou que
a injecao intradermica da suspensao de lepromas, rica em Mycobacte-
nium Leprae, posteriormente denominada Lepromina, provocava uma
reacao macroscopica {reacdo pusitiva) em grande proporgao dos doen-
tes classificados como portadores da entdo chamada lepra maculo-ner
vosa (a classificagao atual seria, provavelmente, de lepra tubercu-
16ide ou indeterminada), nao havendo resposta visivel ({reacdo nega-
tiva), nos doentes que, hoje, sao classificados como lepromatosos e,
eventualmente, dimorfos.

No mesmo trabalho, esse insigne investigador japones.
notara que a injegao de lepromina podia provocar o aparecimento de
uma reacao l1ocal, caracterizada por hiperemia, observavel ja 24 ho-
ras apos a injecao. No entanto, Mitsuda detalhou melhor a reagao po
sitiva tardia caracterizada pelo aparecimento de um nodulo no local
da inje¢do. Verificou, tambem, que essa reagao se dava em indivi -
duos doentes e em individuos sadios, podendo ser notéda, freqﬂente~
mente, tres semanas apos a injecdo de lepromina.

A reagdo precoce a lepromina, embora descrita ini

cialmente por Mitsuda, e conhecida como reacac de Fernandez, em



homénagem ao leprologo argentino, que deu especial enfase a seu es-
tudo, enquanto que a reacao tardia a Lepromina € conhecida, muito
justamente, pelo nome de reacdo de Mitsuda.

Na interpretacdo de seus resultados, Mitsuda(1924)
supos que a negatividade da reagdo tardia a lepromina nos doentes
lepromatosos, decorreria de um esgotamento que o0s impedirja de rea-
gir contra o M. Zeprae, sendo essa reagdo, positiva nos individuos
sadios e nos portadores de lepra maculo-nervosa. Isso porque os iil-
timos teriam resistencia ao bacilo. Hayashi (1933), entretanto, que
seguira a linha de pesquisa de seu mestre e acompanhara o curso na-
tural da doenga em seus pacientes, verificou que, entre doentes
classificados como neurais (indeterminados), aqueles que evo]uiah
para a forma lepromatosa eram os que manifestavam anteriormente,rea
¢ao de Mitsuda negativa a inoculacio de lepromina.

Os numerosos trabalhos posteriores a esses permiti-
ram estabelecer que, de um modo geral, nos lepromatosos, -a reacgaoc e
sempre negativa, sendo, praticamente improvavel, o aparecimento de
positividade, mesmo apos tratamento.

Reagdes positivas fracas ou duvidosas em doentes le
promatosos tratados, sao citadas por alguns autores (Fiol et al. |,
1947; Basombrio et al., 1950; Schujman, 1951; Martinez-Dominguez |,
1953; Bechelli et al., 1959; Mukerjee e Kundu, 1951; Leiker, 1861,
Azulay et al., 1960; Andrade, 1962). Contudo, sequndo Bechelli . et
al., (1959), essas reacoes carecem de significado, porquanto, ‘ao
exame histoldgico, elas ndo mostram a estrutura caracteristica das
reagoes positivas, ou seja, um granuloma do tipo tuberculdide.

Na lepra tuberculdide, a reagao &, geralmente posi-
tiva, podendo haver negativagao nas fases reacionais (Bechelli e
Quagliato, 1953; Basombrio,1956).

Na forma indeterminada de lepra, verificou-se, tan-

to respostas negativas, quanto positivas a reagao de Mitsuda, sendo



que as observacoes de Hayashi (1933) foram confirmadas. Assim
via de regra, os casos que dao resposta positiva mostram uma evolu-
¢ao benigna da doenga, o que n3o significa, como verificaram Souza
Lima e Souza Campos (1950); mau progndstico para todos os portado-
res de lepra indeterminada, com reagao tardia 3 lepromina negativa.

A relagao da neagdo de Mitsuda com o pnognﬁa;ico da
infecgao, constitue, sequramente, a maior evidéncia do seu valor
pratico. De fato, os dados obtidos por intermédio do estudo da rea-
cao em comunicantes de doentes de lepra mostram que os individuos
que apresentam reagao de Mitsuda positiva, manifestam resisténcia 3
lepra lepromatosa ( Dharmendra e Chatterjee, 1955; Quagliato, 1962).

0 valor da reagao tardia a lepromina entre os nao
comunicantes de lepra foi, tambem, objeto de numerosos estudos (Del
Favero, 1948; Martinez-Dominguez, 1953;Convit e Rassi, 1954:; Guinto
et al., 1955; Beiquelman, 1962; Beiguelman e Quagliato, 1965; Bei -
gueiman, 1971), sendo que, segundo Beiguelman (1969, 1971), apenas
0s casos com reagao de Mitsuda vositiva, permitem tirar conclusoes
de prognostico, enguanto que a.reagio negativa tem pouca significa-
¢ao, pois parece depender, pelo menos, da idade e da experiencia i-
munclogica dos seres humanos.

Quanto as classificagdes da 1ntensidéde da reagao
tardia a lepromina, tem-se que elas sao baseadés nas medidas ém mi-
Timetros do nodulo reacional. A classificacao mais utilizada @ aque
la proposta na II Conferencia Panamericana de Lepra, realizada no
Rio de Janeiro em 1946 e confirmada pelos Congressos Internacionais
de Leprologia de 1948 ( Havana), de 1953 (Madrid) e 1958 (Toquio)
Outra classificagao, menos aceita, e aquela proposta no VIII Congres
so Internacional de Leprologia ( Rio de Janeiro, 1963).

Beiguelman (1971), propos um criterio simplificado
para a classificacao da reagdo de Mitsuda, baseando-se na variabili
dade das classes de reagao no tempo. Eésa classificacao considera a

penas tres tipos de respostas e serda a utilizada no presente traba-



Tho:
Reacao 0 = ausencia de reacao local ou infiltracao dis
creta com menos de 3 mm de diametro.
Reagao 1 = infiltracao franca, nodulo com 3 até 5 mm,
inclusive, de diametro.
Reagao 2 = a infiltracao nodular com mais de 5 mm  de

diametro ou infiltracdo ulcerada.

0 estudo histologico da reacao a lepromina foi, tam -
heém, iniciado por Mitsuda (cf. Hayashi, 1933), e continuado por va
rios autores ( Hayashi, 1933; Schujman, 1936: Rabello dJdr. e Rofbem
1937, Nagai, 1938; Alayon, 1939: Alayon e Souza Lima, 1940; Btin
geler e Fernandez, 1940; Souza Limé, 1942; Rodriguez, 1950; Yokota,
1953; Lopes de Faria, 1953; Bechelli et al., 1959; Azulay et al. ,
1960; Andrade, 1962). Deixaremos de tado os achados referentes a
reacao de Fernandez, por nao interessarem aos objetivos do presen-
te trabalho.

0s resultados relatados pelos autores acima citados
permitem concluir que a nreagac de Mitsuda positiva,do ponto de vis
ta microscopico, apresenta um infiltrado qranulomatoso, composto ,
principaimente, por celulas epitelioides, com uma estrutura tuber-
culoide, onde os bacilos alcool-acido resistentes, sao ausentes ou
raros. A reacdo negativa € aquela caracterizada, microscopicamente,
por um infiltrado inflamatorio cronico, com histiocitos apfesentaﬂ
do grande numero de bacilos nao digeridos em seu interior. Nesse
grupo podem ser incluidas, também, reacdoes que apresentam fnfi]tri
dos inflamatorios simples, nos quais os bacilos estao ausentes ou
sao raros. Discussoes especulativas, visando elucidar a origem des
se tipo de resposta, podem ser encontrados nos trabalhos de Bei -
guelman (1971 e 1972).

Qutro tipo de resposta microscopica, e aquela denomi-



nada por Bechelli et al., (1959), como "favorecendo a hipotese de
positividade". Essa reagao mostra, a par com O infiltrado crahico,
estruturas tuberculoides-similes, isto &, um infiltrado granuloma-
toso incompleto, no qual as células epitelioides estao dispersas a
agrupadas frouxamente. Para outros autores como Azulay et al.,(196@0)

e Andrade (1962), essas estruturas sao correlatas a reagao positi-

va, e eles consideram, como Hadler (1953 a e b ), que a presenca &

celulas epitelidides sugere estrutura tuberculoide em organizacgao.

1.2 - VERIFICACAO IN VITRO DA REAGAQ

TARDIA X LEPROMINA

0 estudo da capacidade fagocitica dos macrofa
gos {in vitro, em relacao ao M. fLeprae, parece ter sido feito, pela
primeira vez, por Benewolenskaja (1932). Bem mais tarde, Hanks
‘1947, a, b) descreveu o comportamento dos bacilos de M. fLeprae em
culturas de tecidos provenientes de lesBes dos tipos lepromatoso e
tuberculoide.

A partir de 1963, varios autores retomaram  0©S
estudos sobre a capacidade lisogenica in viftro dos macrofagos oriu
dos do sangue, em relagdo aos bacilos de lepra fagocitados, visan-
do melhor esclarecer o mecanismo da reagao tardia a lepromina e a-
veriguar a possivel participagao de fatores hereditarios na deter-
minacao de resistencia ou suscetibilidade a lepra (Treo e Silva ,
'1963; Beiguelman e Barbieri, 1965; Barbieri e Correa, 1967; Beiguel

man, 1968; Godal e Rees, 1970; Pisani et al., 1973).

Da maior parte desses estudos pode-se concluir
que a fagocitose ativa dos bacilos de lepra e realizada, tanto pe-
los macrofagos provenientes dos lepromatosos, quanto por aqueles 0O
riundos de pacientes com a forma tuberculoide da doenga. Entretan-

to, enguanto na forma tuberculoide os bacilos sao fagocitados e



lisados (evidéncias dessa lise ja podem ser verificadas apos  uma
semana de incubacao), na forma lepromatosa os bacilos fagocitados
continuam, aparentemente, inalterados, decorridas tres semanas da
incubacgao.

Em todos os trabalhos citados (Treo e Silva, 1963
Beiguelman e Barbieri, 1965; Barbieri e Correa, 1967; Beiguelman ,
1¢58; Godal e Rees, 1970; Pisani et al., 1973), pode-se dizer que,
de maneira geral, houve concordancia entre os resultados obtidos .
vitre e aqueles obtidos por intermédio do criterio clinico ou his-
tonatologico, excetuando-se o trabalho de Godal e Rees {1970).

No trabalho de Pisani et al., (1973), foi estuda-
da a capacidade fagocitaria e 17tica dos macrofagos <n vitro, con-
tra bacilos de lepra mortos, e estabelecida uma mensuragao das rea
coes in vitro em intervalos de cinco dias, durante vinte e cinco
dias. Foram assim estudados 54 pacientes de lepra (10 1epromatoso&'
1n tubercu]ﬁides,.10 dimorfos, 17 de lepra indeterminada e 7 de
classificacao incerta) e 57 individuos normais (40 nao comunican -
tes e 17 comunicantes de lepra). Nos doentes de lepra foram obser-
vados trés tipos de reactes: 17ticas, 1iticas fracas e nao liticas.
As reacdes 1iticas, como era esperado, corresponderam aos casos de
forma tuberculdoide de lepra, sendo nao 1iticos os lepromatosos. Os
pacientes com lepra dimorfa mostraram os dois tipos de comportamen
to (9 casos 1Tticos fracos, 1 caso n3o 1itico), enquanto os macro-
fagos dos portadores de lepra indeterminada tiveram todos os tipos
de comportamento acima descrit0s;

. O0s individuos normais apresentaram macrofagos com
baixa taxa de fagocitose e de lise, sendo que, em nenhuma deles, 2
reacdo 1itica foi de intensidade comparavel aquela observada nos
casos tuberculoides. Mo referido trabalho, nao encontraram, esses
autores, "relacao entre a intensidade da reagao de Mitsuda e a a-

tividade 17tica {n vitro, dos macrofagos derivados do sanque de in



dividuos normais ".

Tais resultados discordam daqueles publicados por Bar
bieri e Correa (1967), os quais mencionaram dois tipos de reagao en
tre individuos sadios, em concordancia com as reagdes de tipo tuber
culoide e ltepromatoso, bem como alegaram um nitido paralelismo en-
tre as reacdes de Mitsuda e aquela £in vitro.

0 comportamento dos macrofagos de individuos sadios
em relagao ao M. feprae nao pode ser explicado convenientemente, po
dendo-se aceitar a hipotese de menor atividade desses macrofagos em
relacao aqueles dos doentes com formas tuberculdide e indetermina -
da de lepra com a reagao de Mitsuda positiva (Bechelli et al., 1959
Pisani et al., 1973).

Lim et al., (1974}, utilizaram o teste de redugao do
" Nitrobjuetetrazolium " (NBT), com a finalidade de verificar a a -
¢ao de neutrofilos e mondcitos nos mecanismos de defesa de pacien -
tes com lepra. Assim, estudando controles normais, doentes leproma-
tosos e doentes com lepra tuberculoide, verificaram que a redugao
do NBT pelos mondocitos dos pacientes portadores dessas formas pola-
res de lepra era significativamente mais elevada que nos controles.
No tocante aos neutfﬁfilos nac foram observadas, por aqueles auto -
res, diferengas significativas entre controles e doentes.

A interpretagdo desses dados ao nivel da intimidade
celular & dificil, mas eles servem para realgar o papel dos monoci-

tos na defesa a infecgao pelo M. fLeprae.

1.3 - TRANSFORMACAO LINFOBLASTICA INDUZIDA PELA FITO -

HEMAGLUTININA

Mos ultimos anos, foram realizadas numerosas investi-



gagoes sobre os linfocitos de doentes de lepra, no que tange a sua
reagio a fitohemagliutinina (Sheagren et al., 1967, 1969; Rodriguez
Paradisi et al., 1967, 1963; Nelson et al., 1971; Dierks ¢ Shepard,
1968; Potier, 1969; Bullock e Fasal, 1971; Han et al., 1971; Wong
et al., 1971; Ulrich et al., 1972; Fliess et al., 1972; Pisani et
al., 1973; Vozza et al., 1974; Beiquelman et al., 1975). Tal inte-
resse se deve ao fato de, a transformacdo linfloblastica induzida
pela fitohemaglutinina, ser considerada como uma medida indireta
da capacidade imunologica de um organismo.

Apesar de varios autores concordarem que a reativida
de dos linfocitos a fitohemaglutinina e significativamente reduzi-
da nas culturas de leucocitos de pacientes com lepra lepromatosa
(Rodriguez-Paradisi et al., 1967 e 1968; Dierks e Shepard, 1968
Bullock e Fasal, 1971; Wong et al., 1971; Han et al., 1971; Fliess
et al., 1972), existem resultados discordantes na literatura perti
nente. Assim, Sheagren et al., (1967, 1969), Poitier (1969) e ul -
rich et al., (1972), analisando culturas de pacientes lepromatosos
e de controles, n3o notaram diferenga significativa entre as medias
de linfocitos transformados em ambos.

Por outro lado, Nelson et al., (1971) observaram que
os linfdcitos de chineses afetados por lepra lepromatosa foram
transformados mais intensa e significativamente do que aqueles de
chineses normais, quando cultivados em soro normal ou autologo. No
entanto, essas observagoes nao foram confirmadas por eles, em pa -
cientes lepromatosos malaios e indianos.

Beiguelman e Pisani (1974) verificaram, em indivi -
duos normais, que a transformagao linfoblastica diminuia sob a a -
¢do de diferentes concentragdes de 4-4°- diaminodifenilsulfona (DD
S) e aventaram a hipdtese de que o nivel de DDS nos doentes de le-
pra poderia explicar a menor intensidade da transformagao de seus

linfoblastos, descrita por alguns dos autores acima mencionados.



Nessa Tinha de ideias, Vozza et al., (1974) e
Beiguelman et al., (1975), investigaram as meédias de transformacao
Tinfoblastica em doéntes lepromatosos, correlacionando-as com a 1i-
dade dos pacientes, duracao da doen¢a, anos de sulfonoterapia, ni-
vel sanguineo de DDS e nivel de gleobulinas séricas. Com isso, pude
ram verificar, por meio de analise de regressdo multipia, que  a
proporgao de células Tinfoblasto-similes estava correlacionada ne
gativamente somente ao nivel das fracoes nao gama-globulina do 50
ro e aquele das globulinas totais.

Esse resultado & coerente com os achados de Coo -
perband et al., (1968), visto que, tais autores, isolaram uma fra-
¢ao alfa-globulina do soro humano normal, capaz de inibir as trans

formacoes blasticas induzidas pela fitohemaglutinina.

I.4- OBJETIVOS DO PRESENTE TRABALHO

Em 1972, atendendo a uma solicitagao da Dra. Regi
na de Castro Bicudo Pisani, Prof2 Assistente Doutora do Departamen
to de Genetica Medica da UNICAMP, o autor realizou os hemogramas
(série branca e vermelha) de uma amostra de 54 individuos, conside
rados nofmais. Tais individuos foram investigados quanto a capaci-
dade de seus macrofagos sanguTneos reagirem in vitro ao Mycobacte-
nium Leprae, e simultaneamente, testados quanto a reagao tardia a
lepromina.

Aproveitando os dados colhidos para a realizagao
daque]e trabalho, o autor analisou a distribuigao da freqUEncia dos
linfocitos e dos monacifos, segundo a intensidade da reagao de Mi-

tsuda naquela amostra. Isso norque, independentemente da internre-



tagcao dada por diferentes autores a reacio de Mitsuda no referente 3

sua significacao, todos estao de acordo quanto a classificagao his
tologica dessas respostas, no que concerne ao papel importantissimo
desempenhado pelos macrofagos {Lopes de Fafia, 1953; Bechelli et al.,
1959; Azulay et al., 1960; inter al). Além disso, o comportamento 4in
vitro dos macrofagos derivados do sangue face o M. fepaae, nao deixa
duvidas quanto a importancia da atuacdo desﬁes elementos celulares m
determinagao da resposta tecidual ao bacilo (Beiguelman, 1968}.

A analise preliminar da amostra dos 54 individuos men
cionados, que incluiu comunicantes e nao comunicantes de doenteﬁ de
Tepra, permitiu ao autor (Vozza, 1972) verificar que a taxa.média ke
monocitos aumentava significativamente com a intensidade da reacgao
de Mitsuda (221,1 entre os negativos, 272,7 entre os positivos fra-
cos e 410,1 entre os positivos fortes), o mesmo nao sendo verdadei-
ro no que concerne a taxa media de linfocitos (Tabela 1.1).

Evidentemente, conclusao baseada em tais dados pode-
ria ser espuria, tendo em vista a heterogeneidade da amostra, a
qual incluiu comunicantes e nao comunicantes de doentes de lepra de
ambos 0S5 sexos, bem como individuos de idades muito variadas. Alem
disso, houve muitas diferengas quanto aos estratos sociais aos quais
pertenciam.

Pareceu, pois, que oS resultados encontrados mereciam
a realizacdo de uma nova pesquisa, utilizando amostra homogenea, ém
consequencia das implicagoes teoricas e praticas que poderia ter a
demonstracido da existéncia de correlagdo entre a reagao de Mitsuda
e a taxa de monocitos no sangue periférico.

Nossa participagdo posterior (Vozza et al., 1974;Bej
guelman et al., 1975) em trabalhos que visavam esclarecer a diminui
cio da taxa de transformagao Jinfoblastica induzida pela fitohema -
glutinina em doentes de lepra, levou-nos a estabelecer novos objeti

vos para o presente trabalho. Assim, investigamos dois grupos expe-



rimentais compostos, um, por indideuos apresentando reagao de Mit-
suda negativa, e outro, composto por aqueles que reagiam com forte
positividade ao teste leprominico tardio.

Messes dois grupos estudamos as taxas de transfor
macao linfoblastica induzida pela fitohemaglutinina, bem como tenta
mos correlaciona-las com o nivel de globulinas sericas e suas fra -
coes.

Portanto, para esta investigacao foram estabeleci

dos tres objetivos definidos:

1) Averiguar a eventual existéncia de uma relagao entre
a taxa de monocitos circulantes e a intensidade da

reacao de Mitsuda;

2) Estudar a transformacdo linfoblastica induzida pela
fitohemaglutinina em grupos de individuos apresentan

do classes extremas da reagao de Mitsuda;

3) Verificar, nos dois grupos do Jtem anterior, se a in
tensidade da transformagcdao blastica induzida peila fi
tohemaglutinina estava correlacionada com o njvel

das globulinas séricas ou com alguma de suas fragoes.
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TABELA 1.1

ANALISE DE VARIANCIA PARA A COMPARACAO DAS
MEDIAS DE MONOCITOS DO SANGUE PERIFERICO
EM INDIVIDUOS COM REAGKO DE MITSUDA NEGATI-
VA, POSITIVA FRACA E POSITIVA FORTE.

FONTES ’
G.L S Q S F P
DE
VARIAGAO
ENTRE 2 335.089 167.544,5
5,15 < 0,01

DENTRQ 51 ;1.658.328 32.516,2

TOTAL 53 |1.993.417




11- CASUISTICA E METODOS

I1.1 - CASUISTICA

Com a finalidade de obter uma casuistica que cons-
tituIsse um grupo homogeneo quanto 3 idade, ambiente e sexo, a amos
tra escolhida para estudo foi composta por soldados qué prestavam
servigo junto a Escola Preparatoria de Cadetes (EPC) de Campinas. A
colaboracdo voluntaria foi obtida apos explanagdes realizadas pelo
Major Médico Dr. Emilio Araujo Rodrigues.

Durante os meses de outubro e novembro de 1974 e
de 1975, estudamos dois grupos de voluntarios. 0 primeiro (1974)foi
constituTdo, inicialmente, por 110 soldados, sendo que, por circuns
tincias varias, ficou reduzide a 89. 0 segundo grupo (1975) foi
constituido, inicialmente, por 104 soldados, restando, ao final,100
individuos. Portanto, a amostra total utilizada neste trabalho foi
constituida por 189 adultos do sexo masculino. Por motivos ineren -
tes 3s suas ativiades na EPC, os componentes dos grupos sempre fo -
ram estudados entre 13 e 14 horas, em turmas de 10 a 15 soldados por
dia.

Para cada voluntdrio, estabelecemos uma ficha, con
tendo: nome, numero, idade, cor da pele, procedéncia, se era ou nao
comunicante de doentes de lepra, data da injegao intradarmica da le
promina, leitura da reagao precoce (reagio de Fernandez), leitura
reagao tardié (reagdo de Mitsuda),dados hematoldgicos, eletroforéti
cos e transformacdo blastica dos linfocitos, in vitno.

Durante a orimeira entrevista, realizavamos a inje
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¢ao intradermica & lepromina e a colheita de sangue para o exame he
matoldgico. 0 primeiro retorno dos voluntarios era marcado para
48 horas depois, e um segundo retorno para 30 dias apos a inocula -

¢ao da lepromina.

11.2 REAGAO A LEPROMINA

A lepromina inoculada foi a lepromina  padrao ,
produzida conforme as normas da OMS e obtida no Servigo Nacional de
Lepra (Rio de Janeiro). Apesar disso, foi sempre feita uma Qerificg
cao pré#ia da concentracgdo bacilar de cada frasco.

As inje¢des intradermicas foram realizadas na fa
ce anterior do braco, sobre a regiao correspondente ao biceps, com
auxilio de seringas de insulina e de agulhas 0,45 x 13mm descarta -
veis. 0 volume de lepromina injetado foi de 0,1 ml em todos os ca -
sos. A leitura da reacao precoce foi feita 48 horas apos a injecgao
de lepromina, sendo anotado, separadamente, o diametro do eritema e
o diametro do nﬁdulo eventualmente presente. A reagao tardia a le -
promina foi 1ida entre 30 e 39 dias apos a inoculagao.

| Todas as leituras foram feitas independentemente
pelo autor do presente trabalho e pelo Dr. Paulo Clemente Cézar, As
sistente do Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital das Clini-
cas da UNICAMP.

A leitura das reacOes de Mitsuda foi realizada a
notando-se o diametro do nodulo, o diametro do eritema e suas carac

teristicas. Para a classificacdo das reacgoes utilizou-se, como ja



foi mencionado anteriormente, aquela, proposta por Beiguelman{1971).

I1.3 - EXAME HEMATOLOGICO

0 sangue para execucdo do exame hematoiogico foi
sempre colhido utilizando-se seringas de vidro, esteriiizadas a

1200C, equipadas com agulhas 25 x 0,8 mm descartaveis. Assim, por

puncio venosa, eram extraides 5 ml de sangue de cada individuo , os

quais eram imediatamente transferidos para frascos contendo 0,1 ml

de solucao de EDTA sodico a 10%.

0 exame hematoldgico constou de um estudo das SE-

ries vermelha e branca, sendo verificados os seguintes parametros m
série vermelha: contagem global de eritrocitos, dosagem de héﬁog1o-

bina, determinacao do indice hematocrito e calculados os indices de

cor (ICH, concentracio da hemoglobina corpuscular media (CHCM) e
hemoglobina corpuscular média (HCM). Na série branca determinamos ,

em cada amostra de sangue, o numero global de leucocitos e efetua -

mos uma contagem especifica dos mesmos, realizada em esfregagos co-

rados com o corante de Leishman.

Nas amostras pertecentes aos voluntarios do 19 gru
po {1974), as contagens globais foram realizadas em cﬁméras de conta
gem do tipo "Neubauer melhorada", de acordo com as técnicas classi -
cas. Nesse grupo, as dosagens de hempglobina foram realizadas pelo
matodo da cianometemoglobina (Van Kampen e Zijlstra,1961), utilizan-

do-se reagentes padrdes da marca Merck, e um espectrofotometro Cole-

man Jdr. II.
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No 29 grupo de voluntarios (1975), as amostras fo-
ram estudadas com o aux?1io_de um contaglobulos Coulter, modelo D2,
sendo a dosagem de hemoglobina, realizada num hemoglobinometro
Coulter, aferido com padroes internacionais e verificado atraves
dos levantamentos do Colégio Americano de Patologistas dos EE.UU
Nesse grupo, a contagem especifica foi realizada da mesma forma que
no anterior, utilizando-se esfregacos corados pelo corante de lei-
shmane contando-se um total de 100 leucocitos na periferia e nocen

tro do esfregaco.

I1.4 - TRANSFORMACAO LINFOBLASTICA

Nesses individuos, fizemos entao, a colheita de
sangue para o estudo da transformagao linfoblastica induzida pela
fitohemagiutinina e para a realizagao da eletroforese de proteinas.

Q estudo da transformacd3o linfoblastica induzida
pela fitohemaglutinina, foi realizado com amostras de 20 ml de
sangue colhidas em seringas estéreis heparinizadas. As culturas fo
ram efetuadas incubando o plasma com leucocitos por 72 horas, a
379C, em frascos de 90 ml, esterilizados, contendo 9 ml do meio pa
ra cultura de tecidos, mais 0,1 ml de fitohemaglutinina preparada
no Laboratdrio do Departamento de Genética Medica da Faculdade de
Cigncias Médicas da UNICAMP. 0 meio consistiu de 60% da solucdo de
Hanks, enriquecida com 0,5% de hidrolisado de lactalbumina, 20% de

soro fetal bovino, 20% de 1iquido ascitico, 100 UI/ml de penicili-



na e 100 ug/ml de estreptomicina.

Apos a incubacao, o contetido dos frascos foi trans-
ferido para tubos de centrifugacdo cdonicos e centrifugado durante 5
_minutos a 1.000 r.p.m. Para a feitura dos esfregagos, foram wusadas
gotas do sedimento. Depois de secos os esfregacos foram corados com
0 corante de May Grunwald-Giemsa, de acordo com a técnica de Rosen-
feld (1947). A proporcao dos linfocitos transformados, foi determi

nada pela contagem de, pelo menos, 600 celulas em cada cultura.

II. 5 - ELETROFORESE DE PROTETNAS (GLOBULINAS)

0 estudo das globulinas e de sua correlagio com a
transformagao linfoblastica induzida pela fitohemaglutinina, foi
realizado em amostras de sangue colhidas sem anticoagulante, a par-
tir da mesma nungao venosa descrita no paragrafo anterior. 0 soro R
assim obtido, foi submetido aos procedimentos rotineiros da técnica
de eletroforese em fitas de acetato de celulose e as globulinas fo
ram determinadas por densitometria em 500 my , apos coloragao pelo
Negro de Sudao, utilizando-se um densitometro integrador Atagqo mode

lo Quick.
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II. 6 - ANALISE ESTATTSTICA

Na seccao [I.1, nos referimos as fichas con-
feccionadas para cada voluntario. Os dados ali contidos foram codi
ficados para analise em computador levando em ﬁonta as seguintes in
formacdoes: numero do individuo, procedencia, idade, cor da pele,se
era ou nao comunicante de doentes de lepra, tamanho do nodulo da
‘reagao de Mitsuda medido em milimetros, numero global de leucoci -
tos, numero total de neutrofilos e os numeros absolutos concernen-
tes a bastonetes, segmentados, eosinofilos, basofilos, linfocitose
monocitos.

0s dados referentes a transformagao linfo -
blastica induzida pela fitohemaglutinina, assim como os resultados
das eletroforeses, foram registrados e analisados separadamente.

As medias amostrais foram sempre comparadas
ou por intermédio do teste de t de Student ou por meio da analise
das variancias (Snedcor, 1956). |

A analise de regressao multipla do tamanho o
nodulo da reagao de Mitsuda, sobre os valores absolutos por milime
tro cubico de sangue dos elementos figurados do sangue periferico,
foi feita considerando aguela variavel dependente em milimetros
Correlacionou-se, assim, o tamanho do nodulo com o nimero global
de leucdcitos, com o numero total de segmentados e com os numeros
de bastonetes, segmentados, eosinofilos, basdfilos, linfocitos e
monocitos. Tambem se julgou pertinente investigar a correlagao en-

tre a soma de 1infocitos e mondocitos e a reagao de Mitsuda tomada

em milimetros.



ITT - RESULTADOS

Em nossa casu?stic& estudamos, como ja re-

ferimos, a serie branca de 189 voluntarios examinados.

| Na tabela III.]1 apresentamos as médias e
desvios padrao referentes ao numero global de leucdcitos, total de
neutrofilos e numeros absolutos de bastonetes, neutrofilos, eosind-
filos, basofilos, linfocitos, mondcitos e linfocitos mais monacitos.

Na tabela 1I1I.2, estao apresehtadas as me-
dias e os desvios padrdo referentes aos linfocitos, aos mondcitos e
a soma de linfocitos e mondocitos, segundo as classes de intensidade
da reacao de Mitsuda estabelecidas.

Com base nos dados da tabela anterior foi
realizada a analise de variancia comparando as médias de linfocitos,
de monocitos e da soma de 1infocitos e monocitos, dados esses resu-
midos na tabela III.3. Pode-se verificar, pelo valor de F, que nao
ha diferengas significativas entre essas médias nas trés classes de
reacao de Mitsuda observadas.

Resultou, assim, negativa uma premissa que
constituimos como um dos objetivos deste trabalho, qual seja verifi
car a eventual correlacao entre a frequéncia de mondocitos no sangue
periferico e a intensidade da reacdao de Mitsuda. Tal! correlagdo fo-
ra por nos assinalada em uma amostra de 54 individuos (Vozza,1972),
como j3 referimos. No capitulo que se seguirad, discutiremos hipote-
ses explicativas dessa discrepancia.

Do exame das duas tabelas anteriores res -



salta o fato de termos feito a analise estatistica considerando a
amostra total de 189 individuos. Englobamos, assim, os contingentes
de voluntarios examinados em 1974 e 1975. Isso porque .antes de pro-
cedermos dessa forma realizamos uma comparacao das medias obtidas
nos exames hematologicos desses dois grupos que, além de terem sido
estudados em epocas distintas, haviam sido submetidos a duas tacni-
cas hematologicas diferentes {contagens manuais em 1974 e automati-
cas em 1975). Entretanto, o estudo do numero giobal de leucocitos e
dos numeros absolutos de neutrofilos, bastonetes, segmentados, eosi
nofilos, basofilos, linfocitos e de mondcitos mostrou que as dife -
rengas, entre as maedias obtidas em 1974 e aquelas obtidas em 1975 ,
nao eram significativas. Em outras palavras nao havia razao 1Ggica
para estudar as duas amostras separadamente.

A tabela 1I1.4 resume a analise de reqressio mul
tipla em que o tamanho do nodulo da reagao de Mitsuda, medido em mi
limetros, foi tomado como variavel dependente sobre os elementos fi
gurados no sangue.Verifica-se pelos valores de t que nao se pode su
gerir, na amostra examinada, nenhuma correlagao significativa entre
os elementos figurados e a intensidade da reagao tardia a lepromina.

Nao utilizamos, aqui, os dados referentes a sé-

rie vermelha os quais, como ja dissemos, foram, tambeém, levantados,
ja que sua analise nada nos ofereceu de especial interesse.

Como ja relatamos no capitulo anterior, os da-
dos concernentes a transformacao linfobladstica induzida pela fitohe
glutinina e os niveis das globulinas séricas., estudados em dois gru
pos extremos de reacao de Mitsuda, foram tabulados e analisados a

parte. A tabela IlI. 4 expressa esse conjunto de dados, bem como a

analise estatistica efetuada. Pode-se observar que nao ha diferen
cas siqgnificativas entre os dois grupos, no tocante aos percentuais
de transformagao linfoblastica, bem como em relagdo aos niveis de
globulinas séericas. Tais resultados discordam dagqueles verificados

por numaerosos autores 2m doentes de lepra.
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TABELA I1I.2 - ANALISE DE VARIANCIA POR COMPARAGAO DAS

A - LINFOCITOS

MEDIAS

DE LINFOCITOS (A), MONOCITOS (B)

E LINFOCITOS MAIS MONDCITOS (C)

G.L.

2

VARIACAO s€ (x) F
ENTRE 2 99.976,00 0,11
DENTRO 186 897.521,37 P >1,05
TOTAL 188

B - MONGCITOS
2

VARIAGEO G.L. s (x) F
ENTRE 2 22.139,00 1,27
DENTRO 186 17.402,00 P>0,05
TOTAL 188

¢ - LINFOCITOS + MONOCITOS

VARIACKO G.L s2  (x) F
ENTRE 2 215.710,00 0,21
DENTRO 186 1.004.500,00 P >0,05
TOTAL 188




23

0L°0>d>09°0 v8¥°0 08100°C L8000°0 SOLIJQNOMW
0L°G> d>09°0 rLsto- 2¢000°0 L1000 0~ SOLIJQ4NIT
0L°CG>d>09°0 LLE°0- 96500°0 6%200°0- S0114QSY8
09°c >d > 08°0 §60°0 96000°0  €0000°0 SOTI4QNISO3
0§°G>d>0¥°0 £28°0- £1000°0 ¥1000°0- SOOV1INIWD3S
om.cv_av.om.o gLzl OvL00°0 69100°0 SILINOLISYY

"S34934 4307 0Q
d : 3} OYdavd OIAS3Q 0¥SS3Y493y 4102 TIAYIAVA

"INDNYS 00 SOGYYUNHIA SOLNIW3TI SO 3Y90S “SOULIWITIM
W3 YAYWOL ‘VYANSLIW 30 0Y5v¥3I¥ ¥4 0710AQN 00 OHNWWYL
*ILN3AN3Id30 TIAYI¥VA VA VYIJILTIQW 0YSSIYD3Y 30 ISITYNY - £°1I1 ¥13avl




TABELA III.4 - PERCENTUAIS DE TRANSFORMACAGQ BLASTICA

E

NTVEIS DE GLOBULINAS SERICAS EM 14 INDIVI-

DUQOS MITSUDA NEGATIVOS E 14 MITSUDA POSITI
VOS E COMPARAGAG DAS MEDIAS DESSES VALORES.

REACOES DE| TRANSF. GLOBULINAS

MITSUDA  BLASTICA %[ yora | aLra 1] ALFA 2| BETA | cAMA
58,13 4,33 0,28 | 0,21 1,55 2,29

61,54 3,60 0,40 | 1,05 0,94 1.21

67,58 3,97 0,330 0,87 | 1,44 1.31

49,88 4,18 0,31 | 1.07 0,99 1,81

61,69 3,35 0,32 ] 0,93 0,78 1,32

56,00 4.29 0.42 | 0,95 0,81 2. 11

72.84 3.86 0,29 | 0,90 0,93 1,74

63,98 3,25 0.47 | 0,60 0,73 1,45

65,17 3,13 0,65 | 0,24 0,76 1,48

NEGATIVAS 70,90 3,41 0,42 | 0,83 0,61 1,55
64,57 4,00 0,50 | 0,78 0,78 1,94

63,43 3,59 0,57 | 0,57 0,82 1,63

63,86 3.53 0,35 | 0,87 0,65 1.66

56,75 3,44 0,40 | 0,97 0,70 1,37

% 65,52 3,717 | 0,81 | 0,77 0,89 1,63

s (x) 6,12 0,39 011 | 0,27 0,28 0,32

57,57 3,77 5,35 | 1,04 0,74 1,64

53,19 4,23 0,25 | 0,87 0,8] 2,30

61,25 3,96 0,36 | 0,91 0,78 1,91

54,84 3,90 0,43 | 1,02 0,84 1.61

59,50 3,87 0.33 | 0,94 0,94 1.66

50,62 3,79 0,26 | 0,86 0,74 1,93

64,11 3,97 0,24 { 0,94 1,00 1,73

62,28 3.5] 0,26 | 1,07 0,77 1,41

64,76 3,28 0,35 | 0,48 0,86 1,59

POSITIVAS 62,13 3,61 0,78 0,42 0,78 1,63
54,09 3,37 0,57 | 0,77 0,61 1,42

57,25 3,70 0,70 | 1,05 0,87 1,08

57,72 3,28 0,39 | 0,65 0,87 1,37

61,23 3,00 0,30 | 0,79 0,58 1,33

X 58,61 3,66 0,40 { 0,84 0,80 1,62

s (x) 4,30 0,33 0,17 | 0,20 0,11 0,30
t -6,290 | -0,034| -0.060! 0,212 | -0,263 1 -0,015
G.L 26 26 26 26 13% 26
p 50,70 |>0,90 | >0,90 [>0,80 [>0,70 [>0,90

* VARIANCIAS DIFERENTES
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IV - DISCUSSAO

Na introducao deste trabalho relatamos { Tabe-
la I.1.) dados.obtidos pelo autor (Vozza, 1972) em uma investigagao
preliminar. 0 resultado dessa pesquisa mostrou, ent3ao, que a fre -
q¥encia dos mondcitos do sangue perifeérico poderia estar correlacio
nada a intensidade da reacao ﬁe Mitsuda.

Como ja referimos no primeiro capitulo, pare -
ceu-nos que tal resulitado merecia ser melhor estudado, face a hete-
rogeneidade da amostra utilizada, ja que incluia comunicantes de
doentes de Tepra, individuos de ambos os sexos e de grupos etarios
e socio-economicos muito distintos.

A importancia do problema reside no destacado @
pel desempenhado pelos macrofagos na histogenese da reagao de Mitsu
da {(Lopes de Faria, 1953;Bechelli et al., 1959; Azulay et al.,1960;
inter-al.) bem como pelo fato de os macrdfagos oriundos dos mondci-
tos dos doentes de lepra reagirem in vitro ao M. Leprae de modo ce
rente com as respostas histologicas observadas nesses pacientes
(Treo e Silva, 1963; Beiguelman e Barbieri, 1965; Barbieri e Correa,
195?; Beiguelman , 7968; Godal e Rees , 1970; Pisani et al.,1973 )

A importancia dos mondocitos do sangue periferico na 1nfecg50\1epr6-
tica e salientada tambem, no trabalho de Lim et al. (1974).

0s resultados do presente trabalho nao concor -
daram, entretanto, com aqueles publicados anteriormente pelo autor
(Vozza, 1972), podendo-se supor que tal discrepancia tenha sido de-

vida as amostras estudadas. De fato, a amostra analisada no presen-



te trabalho foi mais homogenea, pois todos os individuos eram do
mesmo sexo, mesma faixa etaria e ndo incluia comunicantes de doen -
tes de lepra. Por outro lado, os resultados aqui assinalados sao
coerentes com aqueles de Pisani et al. (1973), que observaram nos
macrofagos de individuos normais, baixas taxas de fagocitose e lise,
e nao encontraram, relacdo entre a atividade 17tica desses macrofa-
gos e a intensidade da reagao de Mitsuda.

Naturalmente, ao obtermos o numero absoluto de
monocitos ficamos de posse de varios dados hematologicos referentes
a serie branéa, motivo pelo qual julgamos de interesse correlacio -
na-los ao tamanho do nddulo da reagdo de Mitsuda, tomado em milime
tros. Assim, foi analisado o numero global de leucdcitos, o niimero
de neutrofilos e os nimeros absolutos concernentes a bastonetes,seg
mentados, eosinofilos, basdfilos e linfocitos e ainda a soma de Tin
fécitos e mondcitos. A analise de regressio miltipla efetwada  com
essas variaveis, utilizando o tamanho em milimetros do nddulo da
reacao de Mitsuda como variavel dependente, nio mostrou nenhuma cor
relagao significativa.

A literatura especializada mostra numerosos tra
balhos comprovando alteragoes imunologicas nos doentes .de lepra
(Dierks e Shepard, 1968; Bullock e Fasal, 1971; Turk e Waters ,
1968; Han et al., 1971 a e b ) envolvendo linfocitos e ganglios lin
faticos. Por esse motivo & que demos especial enfase (Tabelas III.2
e IIT.3) aos dados referentes aos linfocitos e também a soma de Tin
focitos e mondcitos, tendo em vista a importancia dos linfScitos nas
respostas imunologicas. |

Como ja tivemos oportunidade de relatar, foi
nossa participacao em trabalhos que procuravam esclarecer a menor ta
xa de transformagao linfoblastica induzida pela fitohemaglutinina em
doentes de lepra (Vozza et al., 1974; Beiguelman et al., 1975) )
que nos levou a realizar os experimentos ja rélatados envolvendo es

sa reacao.
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Assim, estudamos dois grupos de voluntarios, com
postos por quatorze individuos cada um, os quais apresentavam clas-
ses extremas de reagao de Mitsuda. Os mesmos individuos foram inves
tigados quanto aos seus niveis de globulinas séricés, que foram »
tambem, correlacionados com as taxas de transformagao linfoblastica.

Como ja relatamos, n3ao houve correlacao signifi-
cativa entre as percentagens de transformagao linfoblastica e a in-
tensidade da reacao de Mitsuda. Tal resultado contraria aquele men-
cionado por Barbieri e Correa (1967) relatande dois tipos de reacgao
dos macrofagos in vitro, em concordancia com a reagao de Mitsuda
Por outro lado, nossa observagac pode ser considerada como similar
aquela publicada por Pisani et al., (1973), que relataram ativida -
des de fagocitose e 1ise fracas nos macrﬁfagds de individuos nof-
mais. 0 trabalho de Lim et al., (1974) relata, tambem, Indices mais
fracos de redugao do NBT nos mondcitos dos controles sadios em rela
¢ao aqueles dos doentes de lepra.

Quanto a correlacao entre os niveis de globuli -
nas séricas e os indices de transformagdo blastica induzida pela
fitohemaglutinina, a mesma nao foi significativa, como ja foi expos
to.

Este résultado, discorda daqueles encontrados em
doentes de lepra por Vozza et al., (1974) e Beiquelman et al.,(1975),
os quais verificaram correla¢do negativa entre o nivel das globuli-
nas nao gama e os indices de transformagao linfoblastica. No entan-
to, o fato de termos trabalhado com uma amostra de individuos sa-
dios torna essas discordancias expTicEveis, podendo ser admitido que
os achados referentes aos doentes de lepra constituam expressao das
modificacoes induzidas por esse estado morbido. Tal hipotese pare -
ce-nos mais atraente, quando nos reportamos aos dados de Cooperband
et al., (1968) os quais isolaram, do soro de individuos normais,uma

alfa-globulina com agao inibitoria sobre a transformacdao linfoblas-



tica induzida pela fitohemaglutinina.

E fato conhecido de ha Tonga data que nos proces
sos inflamatorios as alfa globulinas desempenham importante papel ,
sendo mesmo a sua detefminagéo eletroforética um dos testes de uso
corrente em Patologia Clinica para a avaliacao dos mesmos.

Se levarmos em conta que a infecgao leprotica a-
nresenta em sua evolugao multiplos aspectos cliinicos e, que, quase
sempre, ha processos inflamatdorios consequentes ou correlatos a ela,
noderemos aceitar que o aumento dessas ¢globulinas seja o fator deter-
minante dos baixes Tndices de transformagao linfoblastica induzida pe
la fitohemaglutinina verificados nos doentes de Teﬁra. Realmente, na
revisao exaustiva da literatura pertinente feita por Silva e Marques,
(1975) pode-se constatar que, embora a maioria dos autores citados re
late aumento da alfa-1 ou da alfa -2 globulina, nao e possivel ten -
tar estabelecer perfis eletroforéticos que possam ser correlaciona -
dos aos varios tipos e estadios evolutivos da doenga.

Naturalmente essas especula¢oes, baseadas em di-
ferentes trabalhos publicados na Titeratura , deverao ser verificads

em outros experimentos especialmente planejados para essa finalidade.



V - CONCLUSOES

Da analise das experiéncias descritas nos capi

tulos anteriores podemos tirar as seguintes conclusdes:

1) Em individuos normais, de sexo masculino, nio co-
municantes de doentes de lepra, naoc foi possivel
constatar correlacgao significatifa entre a fre -
quéncia de mondcitos do sangue periferico e a in-

tensidade da reagao de Mitsuda.

2) A mesma conclusao € valida para a taxa de linfoci
tos do sangue periferico e para a soma da taxa de

linfocitos com a de monocitos.

3) A analise dos dados referentes aos demais elemen-
tos figurados do sangue periferico que foram estu
dados (neutrofilos, eosindfilos e basofilos) tam-
bem nao permitiu assinalar correlacao significati
va entre suas frequéncias absolutas e a intensida

de da reacgao de Mitsuda.



5)

6)

7)

Na amostra estudada nao foi possivel verificar
correlacao significativa entre a intensidade da
reacao de Mitsuda e o numero global de TeucOcitos

do sangue periférico.

0s percentuais de transformacdo linfoblastica in-
duzida pela fitohemaglutinina nao diferiram signi
ficativamente em grupos de individuos higidos com

classes extremas de reacao de Mitsuda.

As taxas de transformagdo linfoblastica induzida
pela fitohemag}utinina nac mostraram correlacgao
significativa com os niveis de globulinas s&ricas,
determinadas eletroforeticamente, em  individuos

sadios.

Dos resultados do presente trabalho, ressalta a
diferenca entre os dados citadoslna Titeratura ,
referentes a doentes de lepra, e os dados aqui
obtidos em uma amostra de uma populagdo sadia. Pa
rece-nos licito inferir que as discordancias ob -
servadas, no tocante aos percentuais de transfor-

magdo linfobldstica induzida pela fitohemaglutini



na e aos niveis de globulinas séricas, podem ser
explicadas com base na propria doenca. Assim, os
diferentes Tndices de transformacio blastica e
sua correlacao com as globulinas nio gama do soro

Sa0, a nosso ver, decorrencia do estado marbido

causado pela infecgao leprotica e a ele inerentes,



VI- RESUMO

Apdos rever a literatura pertinente a reacao
tardia 3 lepromina ao nivel macroscdpico (reacao de Mitsuda)e micros
copico, bem como referentes a transformagao linfoblastica induzida

la fitohemaglutinina nos linfocitos de hansenianos, e individuos sa-

dios, o autor investigou:

1) a existéncia de uma eventual correlacao entre
a taxa de mondcitos do sangue periferico e a

intensidade da reacao de Mitsuda;

2) a transformagdo linfoblastica induzida pela
fitohemagiutinina nas classes extremas da rea-

cao de Mitsuda;

3) a eventual correlagao entre a intensidade da
transformacao blastica induzida pela fitohema-

glutinina e o nivel das globulinas sericas.

Nos individuos sadios examinados nac foram en-
contradas correlacoes significativas entre a intensidade da reagao ¢

Mitsuda e a frequencia de monocitos no sangue circulante ou a dos



demais elementos figurados que foram estudados.

Nao se constatou diferenca significativa entre os
indices percentuais medios de transformagdo blastica induzida pela
fitohemaglutinina nas formas extremas da reacao de Mitsuda apresen-
tada por individuos sadios .

0s niveis de globulinas séricas nao encontraram co
relacdo significativa com os indices de transformagao linfoblastice
nos individuos sadios examinados.

Tais resultados, que diferem daqueles observados e

doentes de lepra, foram discutidos pelo autor.
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