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LINFÓCITOS EM HANSENlASE: I. LINFÓCITOS
B DO SANGUE PERIFÉRICO DE PORTADORES DO
MAL DE HANSEN*

Edimo Garcia de Lima e Maria Rosa Losano Borras

RESUMO

Os autores estudaram os valores numéricos dos linfócitos do tipo B em doentes portadores do
mal de Hansen. Examinaram o sangue de 125 pessoas não portadoras de nenhuma doença aparente.
Concomitantemente examinaram o sangue de 413 doentes, distribuídos nas formas: Virchowiana, tu-
berculóide e indeterminada. Os resultados mostraram não haver diferenças entre controles e porta-
dores da forma Virchowiana, para linfócitos do tipo B, porém diminuição em relação às outras duas
formas: tuberculóide e indeterminada. Os autores também não encontraram diferenças estatistica-
mente significantes quando foram relacionados os resultados obtidos portadores das três formas es-
tudadas. Verificaram ainda que o tempo de tratamento não modifica o número dos linfócitos do
sangue periférico.

INTRODUÇÃO

Muito se tem estudado sobre os lin-
fócitos, visando suas estruturas, tanto de
pessoas aparentemente sadias como de
doentes.

BOYUM (l 968) descreveu um méto-
do de separação de células mononucleares
e de granulócitos do sangue humano e
igualmente, YU et alii (1973), descreve-
ram um método de separação de linfóci-
tos por densidade descontinua em gra-
diente. O método consiste simplesmente
no uso do ficoll em determinada concen-
tração e densidade. Encontraram boa re-
produtibilidade do método.

BACH, MUELLER & DARDENNE
(1970) estudaram a separação das células
esplénicas através do uso do gradiente de
ficoll-triosil. Verificaram que as células
passadas através do gradiente não mudam
a sua imunocompetência quando são sub-
metidas à formação de rosetas.

D1CKLER, ADK1NSON JR. &
TERRY (1974), estudaram os linfócitos
de pessoas normais no sentido de esclare-
cer suas propriedades de fixarem através
de seus receptores, hemácias de carneiro
tratadas e na"o tratadas com neuraminida-
se. Seus resultados contradizem a de ou-
tros autores e sugerem que suas diferenças
corram por conta da metodologia empre-
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gada na obtenção dos linfócitos e também
do método de preparação das rosetas.

SAMARUT & REV1LLARD (Í 979)
estudaram a capacidade dos linfócitos do
sangue periférico de fixarem complexo
antígeno anticorpo IgG ou IgM, empre-
gando a técnica de rosetas com hemácias
de boi, coaptadas com anticorpo IgG
(AG) ou IgM (AM).

A formação de rosetas EA\ foi ati-
vada somente em suspensão pré-incubada
por 24 horas a 37°C. A adição de comple-
xo de EAM ou EAc, ao meio de cultura
foi evidenciado que abole a formação de
rosetas. A inibição é reversível. Isto não é
devido à presença de traços de IgM, con-
taminantes da fração IgG Não encontra-
ram linfócitos sem hemácias quando incu-
bados com complexo EAc- Verificaram
que a inibição dos receptores dos linfóci-
tos para IgM pode ser vista como uma
consequência da modulação da superfície
receptora para IgG e envolve uma intera-
çffo entre as superfícies dos receptores pa-
ra IgG e IgM, respectivamente. Estes ex-
perimentos nfló excluem a possibilidade
de que poucas células cuja fixação para
EAc possa perder seus receptores devido
à modulação e evidenciam um receptor
para IgM.

CARAUX et alii (1979) estudaram
uma população de linfócitos que fixam
eritrócitos autólogos na presença de soro
também autólogo. Hemácias se tornam
mais eficientes na fixação a mais 4°C,
após a pré-incubação dos linfócitos em so-
ro autólogo por 30 minutos seguidos de
uma noite de incubação. A concentração
celular e a razão hemácia-linfócito sâ~o
também cruciais na ligação das hemácias
com os linfócitos. As proteínas das mem-
branas sffo envolvidas pela estrutura e são
sensíveis ao tratamento com a protease.

CHIÃO, PANT1C &GOOD (1974)
estudaram a capacidade de linfócitos hu-
manos fixarem complemento que é carac-
terística dos linfócitos do tipo B e a ca-
pacidade dos linfócitos do tipo T de for-
marem rosetas espontaneamente com he-
mácias de carneiro.

LAY et alii (1971), através da in-
vestigação da interação entre antígeno,
anticorpo e complemento, como um com-
plexo e células linfóides do sangue perifé-
rico humano para formarem rosetas pude-
ram estudar as condições das interações.
Estudaram as células linfóides de pessoas
sadias e de portadoras de doenças hema-
tológicas. Obtiveram linfócitos de sangue
heparinizado passado através de fibras de
nylon. Ná"o encontraram rosetas formadas
com monócitos ou com polimorfonuclea-
res de pessoas sadias e de mongolóides e
mesmo de portadores de leucemia e de
portadores de Hnfosarcoma. Verificaram
também que o teste de rosetas ou a inte-
ração eritrócito-linfócito e espécie especí-
fica.

STEEL, EVANS & SM1TH (1974)
estudaram a variação do número dos lin-
fócitos de pessoas normais submetidas a
esforço físico e verificaram que apresenta-
vam linfocitose após o exercício e que de-
pois de um repouso de 45 minutos o nú-
mero dos linfócitos voltava ao seu nível
numérico normal.

Muitos pesquisadores estudaram a
variação linfocitária, levando em conside-
ração o tratamento das pessoas e de ani-
mais com substâncias diversas como: epi-
nefrina, ciclofosfamida, cortisona, levami-
sole, imunossupressoras e oxitetraciclina.
OBBAR1US (1979) estudou a variação
do número dos linfócitos B e T do baço e
dos nódulos linfáticos de cobaias inocula-
das com oxitetraciclina, intramuscular-
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mente e encontrou pequenas variações de
ambas as células.

YU &CLEMENTS (1976) estuda-
ram o efeito da administração da epine-
frina sobre os linfócitos da circulação. Os
linfócitos do tipo T foram evidenciados,
usando o teste de rosetas e os linfócitos
do tipo B foram examinados através da
reação de imunofluorescéncia. O percen-
tual encontrado de ambas as células, após
a injeção da epinefrina, foi aumentado.
Aumentaram na ordem de 2,5 ± 0,4% e
10,5 ± 1,3%, respectivamente. Tais varia-
ções foram encontradas em dois pacien-
tes, previamente esplenectonizados, po-
rém não apresentaram aumento algum do
número dos linfócitos em quatro pessoas
que foram inoculadas com solução de clo-
reto de sódio, isotônica em vez da epine-
frina. Os mesmos pesquisadores estuda-
ram o efeito da epinefrina sobre as sub-
populações de linfócitos. Verificaram o
efeito sobre linfócitos de pessoas normais.
Os linfócitos T, contados através do teste
de rosetas e B através da reação de imuno-
fluorescéncia. O percentual foi de 72,2 ±
l,4; 13,8 ± 1,1 e 20,3 ± l,3%,antes da in-
jeção e de 164,0 ± 14,0; 326,0 ± 57,0 e
272,0 ± 45,0%, após, respectivamente.

CLEMENTS et alii (1974) estuda-
ram a característica dos linfócitos circu-
lantes em 16 pacientes com artrite reuma-
tóide tratados com ciclofosfamida e fo-
ram comparados com 49 outros pacientes
controles e 70 normais. Em todos os três
grupos o percentual dos linfócitos T e B
foi o mesmo, os linfócitos. T e B, nos nâ"o
tratados foi mais baixo que os das pessoas
normais. Durante o tratamento com a ci-
clofosfamida onúmerodosiinfócitosTeB,
caíram acentuadamente. O profundo efei-
to da ciclofosfamida sobre os linfócitos T
e B pode estar relacionado com a depres-

são humoral na imunidade mediada por
células durante o tratamento por ciclofos-
famida.

A levamisole também foi estudada e
foram TRAUBERT &MUELLER(1976)t

os pesquisadores que estudaram as possí-
veis alterações que a levamisole pode
exercer sobre o número dos linfócitos da
corrente circulatória de portadores de es-
pondilite anquilosante. Não encontraram
nenhuma variação numérica dos linfócitos
T e B das pessoas examinadas.

FAUCI &DALE (1974) estudaram
o efeito da hidrocortisona sõ*bre as subpo-
pulações de linfócitos. Os linfócitos de
pessoas tratadas apresentaram uma dimi-
nuição acentuada com um apogeu em 4
horas após a administração da droga ao
paciente. Cessada a ação da cortisona,
após 24 horas o número dos linfócitos se
estabiliza em seus níveis normais.

Drogas imunossupressoras foram es-
tudadas por WINKELSTE1N (1977),
quando demonstrou a variação linfocitá-
ria (B e T) em cobaias tratadas. Observou
uma redução de 6,0 a 70% do número de
ambos linfócitos.

Quase houve concomitância entre
os estudos celulares e os estudos dos seus
valores em vários tipos de entidades noso-
lógicas. YUetalii (1974) estudaram o vá-
lor numérico dos linfócitos T e B na artri-
te reumatóide, do sangue periférico de pa-
cientes e o encontraram reduzido. WIN-
CHESTER et alii (1973) estudaram o
número das mesmas células do fluido da
junta de pacientes portadores de artrite
reumatóide, onde encontraram uma redu-
ção dos linfócitos do tipo B.

WILLIAMS JR. et alii (1973),
SCHE1NBERG &CATHCART (1973) e
PANDOLF1 et alii (1979) estudaram a
presença dos linfócitos no lúpus eritema-
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toso sistémico e seus resultados foram
conflitantes.

Na tireoidite de Hashimoto os valo-
res numéricos dos linfócitos foram estu-
dados por PERRUDET - BADOUX &
FREI (1969), por CALDER cfalii (1976)
por URBANIAK, PENHALE &IRVINE
(Í973) e por FAR1D et alii (1973), no en-
tanto seus resultados foram conflitantes.

Na hanseníase há indicações de que
a resistência ao microorganismo esteja re-
lacionada à imunidade mediada por célu-
las (BULLOCK & FASAL, 1971 e TURK
&BRYCESON, 1971). Os valores numéri-
cos dos linfócitos T e B de hansenianos
podem estar modificados por açã*o da
doença. Foi estudada por DWYER, BUL-
LOCK & F1ELDS (1973).

GAJL - PECZALSKA et alli
(1973) estudaram o número dos linfóci-
tos do tipo B em hansenianos tratados e
encontraram um número elevado dos
mesmos. NATH, CURTIS & TALWAR
(1974) encontraram também um aumen-

to dos linfócitos do tipo B, porém sem
que houvesse dependência de tratamento
dos pacientes.

Este trabalho visa estudar os valores
numéricos dos linfócitos do tipo B do
sangue periférico de pacientes portadores
de hanseníase cuja finalidade é conhecer
com maior exatidâo seus valores.

MATERIAL E MÉTODO

Foram empregados 413 sangue de
hansenianos, sendo 232 portadores da
forma Virchowiana, 96 da forma tubercu-
lóide e 85 da forma indeterminada, de
ambos os sexos e de idades, variando de 9
a 86 anos. As idades variam de 19 a 86
anos, nos portadores da forma virchowia-
na, de 15 a 76 anos nos portadores da
forma tuberculóide e de 9 a 78 anos nos
portadores da forma indeterminada. A ta-
bela l, mostra a distribuição dos pacien-
tes por forma da doença e sexo.

Tabela l — Distribuição por sexo e forma de doença dos hansenianos examinados.

Sexo

Masc.
Fem.
Total

Formas

Virchowiana

147
85

232

Tuberculóide

58
38
96

Indeterminada

48
37
85

Total

253
160
413

Foram empregados como controle
sangues de 125 pessoas não hansenianas e
aparentemente sadias para outras doen-
ças, representadas por soldados recente-
mente incorporados ao Exército. Todos
do sexo masculino e de idade de 19 anos.

DETERMINAÇÃO DOS LINFÓCITOS
DO TIPO B

Foi empregado o teste de rosetas na
determinação dos linfócitos do tipo B. Pa-
ra a realização do teste empregou-se os
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leucócitos dos pacientes e dos controles,
hemácias de carneiro sensibilizadas com
hemolisina anticarneiro e também com-
plemento (Ca) de camundongo.

Os sangues foram obtidos por pun-
ção venosa e juntados a uma solução es-
tabilizadora de titriplex III (GARCIA LI-
MA & MITSCHERLICH, 1973). Foram
feitos esfregaços dos sangues a fresco pa-
ra contagem diferencial leucocitária e fei-
tas também contagens globais dos leucóci-
tos. A seguir os sangues foram submetidos
à hemólise por choque hípotônico. Os
leucócitos foram lavados três vezes em so-
lução tamponada de fosfato (PBS)
(BEHRENS & ESCH, 1963; WEINHOLD,
1965 e SCHM1DT, 1970), pH 7,4 . Foi
feita uma suspensão, contendo 4000 cé-
lulas por mm3.

As hemácias de carneiro foram ob-
tidas de sangue colhido sem fibrinogénio.
Foram lavadas em PBS e suspensas para
uma concentração de 5% em PBS e colo-
cadas em presença de hemolisina anticar-
neiro. Agitadas durante 30 minutos, à
temperatura de 37° C e a seguir lavadas e
suspensas em PBS para conter 100.000
células por mm3. (HUBER et alii, 1971).

O complemento usado foi o de ca-
mundongo obtido através de uma mistura
de soros de camundongos. A mistura dos
soros foi absorvida com hemácias de car-
neiro. O complemento assim obtido foi
conservado a —22° C e usado dentro do
período máximo de 7 dias.

Foram estudados alguns parâmetros
relativos ao teste de rosetas como: o tem-
po para incubação ou cinética da reaçao,
quando foi estabelecido o tempo átimo

• de incubação. Foi também estudada a in-
fluência da temperatura, número de leu-
cócitos e de hemácias e suas relações e

ainda a influência das concentrações sali-
nas nas soluções.

Para a leitura considerou-se como
roseta positiva a que estava formada com
4 ou mais elementos, ou sejam hemácias;
como rosetas negativas os leucócitos isola-
dos.

RESULTADOS

Na avaliação dos parâmetros que
podem influenciar a reaçao verificou-se
que o tempo de incubação das reações de-
veria ser de 90 minutos a 37°C. Após este
tempo foram lidas as reações onde se po-
de observar células mortas, formando ro-
seta com hemácias. Quanto à influência
do número das células que compõem o
teste deveria ser de 4000 leucócitos por
mm^ e de hemácias 100.000 por mm^.

A concentração obedeceu os crité-
rios adotados classicamente na literatura.
O número de leucócitos mortos influencia
a relação numérica entre rosetas positivas
e negativas, sendo que quanto maior o nú-
mero das células mortas menor será o de
rosetas, não invalidando chance de se en-
contrar rosetas formadas com linfócitos
mortos.

A relação encontrada entre os resul-
tados apresentados pelos controles e pa-
cientes portadores da forma virchowiana
mostraram não haver diferenças signifi-
cantes ao nível de 5%. Foram significan-
tes as diferenças entre os resultados de
controles e formas tuberculóide e inde-
terminada, também ao nível de 5%, entre
as formas não foram encontradas diferen-
ças significantes. Em relação aos resulta-
dos apresentados pelas formas tuberculói-
de e indeterminada, foram menores esta-
tisticamente significantes. As formas e
tempo de tratamento não influenciam os
resultados numéricos dos linfócitos.
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HUBER et alii (1971) e JONDAL,
HOLM &W1GZELL (1972) foram os au-
tores do teste de rosetas para determinar
o número de linfócitos do tipo B, da cor-
rente circulatória de camundongos. Usa-
se neste teste leucócitos, eritrócitos (E)
sensibilizados com hemolisina anticarnei-
ro (A) e complemento de camundongo
(C3). Após um período de incubação,
os receptores para Fe da IgG e C3b dos
linfócitos sà"o ocupados pelos eritrócitos
sensibilizados (YOFFEY &COURTICE,
1970 e ZUCKERFRANKL1N &St. BER-
NEY. 1972), formando rosetas (EAC).

Monócitos e granulócitos podem
formar rosetas do tipo B, mas desde que a
solução tamponada possua Mg++. Na au-
sência deste lon e o de Ca1"1" possam so-
mente os linfócitos do tipo B formarem
rosetas (LAY &NUSSENZWE1G, 1968;
HUBER & DOUGLAS, 1970; JONDAL,
HOLM &W1GZELL, 1972 e BACH et alii
1972).

Foi necessário estabelecer parâme-
tros importantes das reações como: o nú-
mero dos elementos figurados do sangue,
o tempo de incubação e temperatura. A
relação leucócitos - hemácias foi de l :25,
apesar de terem sido encontradas rosetas
formadas com mais de 25 eritrócitos.

Na obtenção dos leucócitos opta-
mos pelo choque hipotõnico, em vez da
separação por gradiente de densidade de-
vido ser mais barato e mais rápido.

Quanto aos resultados encontrados
do número de linfócitos do tipo B, nos
sangues de portadores de hanseníase na~o
apresentaram resultados com diferenças
significantes ao nível de 5%, os portado-
res da forma Virchowiana, em relação aos
controles. As formas tuberculóide e inde-

terminada foram significante mente mais
baixos. Quanto aos resultados dos Vir-
chowianos está em acordo com os de
GAJL - PECZALSKA et alii, 1973.

VERMA et alii (1971), encontra-
ram um aumento dos linfócitos do tipo B,
em alguns pacientes mas acreditam que
esse aumento seja devido à depleção das
células de origem túnica assim como da
ativação da resposta imunológica humo-
ral. Acreditam ainda que possam estes au-
mentos em alguns pacientes ser devido a
circunstâncias estranhas à doença.

Quanto aos resultados encontrados
com os linfócitos do tipo B, nas formas
tuberculóide e indeterminada, apresenta-
ram diferenças significantes a menor em
relação ao controle talvez por possuírem
menor atividade proliferativa em funçffo
da fase da doença.

Nas relações estudadas entre as for-
mas de hanseníase não foram encontradas
diferenças significantes. Estes resultados
demonstram que os pacientes portadores
das diversas formas de hanseníase na~o di-
ferem nas suas reações frente ao agente
etiológico da hanseníase mesmo que haja
variação na forma da doença.

CONCLUSÕES

Os autores estudaram os valores
numéricos dos linfócitos do tipo B em
doentes portadores do Mal de hansen.
Examinaram o sangue de 125 pessoas na"o
portadoras de nenhuma doença aparente.
Concomitantemente examinaram o san-
gue de 413 doentes, distribuídos nas for-
mas: Virchowiana, tuberculóide e indeter-
minada. Os resultados mostraram ná~o ha-
ver diferenças entre controles e portado-
res da forma Virchowiana, para linfócitos
do tipo B, porém diminuição em relaçffo
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às outras duas formas: tuberculóide e in-
determinada. Os autores também na"o en-
contraram diferenças estatisticamente si-
gnificantes quando foram relacionados os
resultados obtidos portadores das três for-
mas estudadas. Verificaram ainda que o
tempo de tratamento não modifica o nú-
mero dos linfócitos do sangue periférico.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem à Sra. Maria
Aparecida Nonato Fernandes e ao Sr.
Wander Cosme Ribeiro da Silva pelos
serviços técnicos e à Srta. Rosângela Ca-
tarina Feral pelos trabalhos datilográficos.

SUMMARY

Lymphocytes in hanseniasis:
I - B lymphocytes in the bloodstream

of patients with Hansen's disease.

The authors counted B lymphocyte
numbers in patients with Hansen Disea-
ses. Blood samples were obtained from
125 persons with no apparent disease and
from 413 patients with the virchowian,
tuberculoid and indeterminate form of
hanseniasis. The results showed no diffe-
rence between the controls and the pa-
thients with the virchowian form of the di-
seases, but a decrease in relation to the tu-
berculoid and indeterminate forms. No
statistically significam differences were
detected among the three forms of the di-
sease. Time of treatment did not modify
the number of peripheral blood lympho-
cytes in patients with hanseniasis.
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