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LINFÓCITOS EM HANSENÍASE: II. LINFÓCITOS T
DO SANGUE PERIFÉRICO DE PORTADORES
DO MAL DE HANSEN*.

Êdimo Garcia de Lima e Maria Rosa Losano Borras

RESUMO

Os autores estudaram a aplicação do teste de rosetas na determinação do número dos linfó-
cítos do tipo T, da corrente circulatória de portadores do Mal de Hansen, com vistas ao emprego no
diagnóstico da hanseníase. Determinaram os parâmetros necessários à execução do teste. Examina-
ram o sangue de 125 pessoas tidas como sadias, tomadas como controle e examinaram concomitan-
temente o sangue de 413 outras pessoas portadoras de hanseníase, nas formas: virchowiana, tuber-
culóide e indeterminada. Os resultados mostraram não haver diferenças estatisticamente significan-
tes entre o grupo de doentes portadores da forma virchowiana e controles mas encontraram dife-
renças estatisticamente significantes entre os resultados apresentados pelos controles e portadores
das formas tuberculóide e indeterminada, aumentados nessas.

INTRODUÇÃO

Após a descoberta das ações dos
linfócítos junto ao sistema imunológico
muito se tem estudado sobre sua estrutu-
ra, variação numérica e funções.

Dickler, Adkinson &Terry (1974),
estudaram os linfócitos de pessoas nor-
mais, quanto aos seus receptores para he-
mácias tratadas e não tratadas com neu-
rarninidase.

BOYUM (1968) e Yu et alii (1973)
descreveram uma metodologia semelhante
de separação de linfócitos do sangue peri-
férico, empregando substâncias de ação
inerte para os leucócitos mas de densida-

des diferentes. Descreveram ainda a sepa-
ração linfocitária por densidade descontí-
nua de gradientes.

Brain, Gordon & Willetts (1970) ve-
rificaram que linfócitos do sangue perifé-
rico de pessoas, suspensos em soros e he-
mácias de carneiros formam rosetas. Veri-
ficaram ainda que a formaçÉfo de rosetas
podia ser abolida através do cianeto de
sódio e do soro antilinfócito. Madsen &
Johnsen (1979) estudaram a influência de
hemácias tratadas com o brometo 2-ami-
noetilisouranio no teste de rosetas e veri-
ficaram que a formação de rosetas passa
ser dependente do tempo de incubação,
da temperatura e da presença do soro ao
meio.

'Trabalho realizado no Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia da Faculdade
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Samarut & Revillard (1979) estuda-
ram linfócitos do sangue periférico de
pessoas com a finalidade de verificar a ca-
pacidade deles em fixar complexos antí-
geno-anticorpo, formados com IgG e IgM
Empregaram o teste de rosetas com hemá-
cias de boi coaptadas com anticorpo IgG
ou IgM.

Krusius et alii (1979) fizeram um
estudo comparativo da estrutura de car-
boidratos em glicoproteínas de linfócitos
B e T de camundongos. Os resultados
mostraram que as células B e T diferem
na quantidade relativa de diferentes tipos
de carboidratos presentes na glicoproteina
celular.

Jondal, Holm & Wigzell (1972)
mostraram que há duas populações de lin-
fócitos, com funções distintas mas coope-
rativas no organismo. Ambas formam ro-
setas, dependendo de condições experi-
mentais.

Chião, Pantic & Good (1974) estu-
daram a capacidade dos linfócitos do tipo
T de formarem rosetas espontaneamente
com hemácias de carneiro.

Steel, Evans & Smith (1974) estu-
daram a variação do número de linfócitos
em pessoas submetidas a esforço físico e
verificaram que apresentavam uma linfo-
penia que voltava ao normal após repouso
de 45 minutos.

Foram estudadas várias pessoas,
submetidas a tratamento, através da varia-
ção de seus leucócitos. Obbarius (1979)
estudou a oxitetraciclina e verificou que
as células do tipo T apresentavam peque-
na variação numérica. Yu & Clernents
(1976) estudaram o efeito da epinefrina
sobre os linfócitos periféricos circulantes.
Os linfócitos do tipo T foram evidencia-
dos através do teste de rosetas. Encontra-
ram um aumento da ordem de 2,5 ±

0,4%. Clernents et alii (1974) estudaram
as características dos linfócitos de pessoas
tratadas com ciclofosfamida. Encontra-
ram variação numérica acentuada dos lin-
fócitos. Relacionaram esta queda linfoci-
tária com a depressão humoral na imuni-
dade mediada por células durante o trata-
mento por ciclofosfamida. Traubert &
Mueller (1976) estudaram o efeito da lê-
vamisole sobre os linfócitos da corrente
circulatória de portadores de espondilite
anquilosante. Não encontraram diferenças
do número relativo da população dos lin-
fócitos T e B, das pessoas examinadas.
Fauci (1975) estudou o efeito da cortiso-
na sobre a variação linfocitária, quando
pôde verificar um efeito linfocitopênico
acentuado. Houve maior queda dos linfó-
citos do tipo T em relação aos do tipo B.
Fauci & Dale (1974) já haviam estudado
o efeito sobre as populações linfocitárias,
da hidrocortisona. Obtiveram após o tra-
tamento uma queda máxima dos linfóci-
tos do tipo T após 4 horas a administra-
ção medicamentosa e volta ao número
normal dos linfócitos após 24 horas, sem
que se administrasse novas doses. Winkels-
tein (1977) estudou as alterações numéri-
cas sofridas pelos linfócitos. Os linfócitos
do tipo T foram contados, usando-se co-
mo indicador hemácias de coelhos, papai-
nizadas. A redução de ambos os tiposjle
linfócitos persistiu por oito dias. A
6-mercaptopurina e o metatrexato não
alteram numericamente os linfócitos T e
B. O acetato de hidrocortisona reduziu
ambas as populações de linfócitos dentro
de dois dias após o início da administra-
ção.

Wybran, Carr & Fudenberg (1972)
determinaram o percentual dos lihfócitos
do tipo T, do timo de fetos de 12a 16 se-
manas, e verificaram que em 65% das

pessoas da população examinada os linfó-
citos aumentavam conjuntamente com o
envelhecimento fetal. Na medula óssea
encontraram 0,8% de células T nos fetos
examinados.

DeGast & Platts-Mills (1979) fize-
ram um estudo da função dos linfócitos T,
na medula óssea humana, em seres adul-
tos. Os linfócitos foram obtidos através
do gradiente de sacarose. As medulas
eram de costelas de pacientes submetidos
à toracotomia de portadores de tumor
pulmonar. A média dos linfócitos T au-
mentou de acordo com o crescer da ida-
de. Aquelas células mostraram fraca ativi-
dade "helper" e não apresentaram ativi-
dade citotóxica quando tratadas com fi-
tohemoglutinina. São células imaturas
também em atividade imunológica.

Bobrove et alii (1974) produziram
soro antitimo humano e com ele quantifi-
caram os linfócitos timo derivados, do
sangue periférico de pessoas portadoras
de leucemia linfática. Na quantificação
empregaram a imunofluorescéncia. Este
mesmo tipo de soro foi produzido por
Aiutier<z/i7(1974).

Steel, Evans & Smith (1974) quan-
tificaram os linfócitos T e B do sangue
periférico de pessoas normais e encontra-
ram 62,0%, para os linfócitos do tipo T e
38,0%, para os linfócitos do tipo B.

Na literatura são encontradas rela-
ções existentes entre algumas entidades
nosológicas e a variação numérica dos lin-
fócitos. Na artrite reumatóide foi estuda-
da por Williams Jr. et alii (1973), quando
encontraram, através da imunofluorescén-
cia com soro antilinfócito T, 18,0% dos
linfócitos da medula, 42,5% dos linfócitos
do baço e 98,0% das células obtidas do
dueto torácico. Na mesma doença Yu et
alii (1974) encontraram um aumento dos

linfócitos do tipo T. Winchester et alii
(1973) contaram os linfócitos do fluido
da junta de portadores de artrite reuma-
tóide e não encontraram diferenças esta-
tisticamente significantes em relaçffo a
pessoas normais.

No lúpus eritematoso sistémico foi
encontrado baixo percentual dos linfóci-
tos do tipo T (Williams Jr. et alii, 1973).
Na tireoidite de Hashimoto, Calder et alii
(1976) não encontraram nenhuma altera-
ção do número dos linfócitos porém UR-
BAN1AK, PENHALE & 1RV1NE (1973)
encontraram um aumento do número dos
linfócitos do tipo T, no entanto FAR1D
et alii (1973) encontraram um aumento
acentuado dos mesmos linfócitos nos pa-
cientes de tireoidite que examinaram. O
estudo da variação linfocitária na espondi-
lite anquilosante foi realizado por FAN et
alii (1977) onde o percentual linfocitário
permaneceu dentro dos valores normais
mas foi verificada uma queda dos linfóci-
tos do tipo T. Aos mesmos resultados
chegaram RACH1D (1979). Na leucemia
linfática crónica, Pampamichail et alii
(1972) não encontraram variação dos lin-
fócitos do tipo T. Aisenberg & Block
(1972) encontraram em pacientes com
a mesma doença uma diminuição dos lin-
fócitos do tipo T. Em 1978, Ogawa, Ogo-
to &Naruto encontraram uma diminuição
dos linfócitos em pacientes portadores de
linfoma maligno, tratados química e ra-
diotera pi carne nte mas sem que o número
dos linfócitos do tipo T variasse. Na doen-
ça de Hodkin (Ramot et alii, 1973) foi
encontrada uma queda dos linfócitos do
tipo T, cujos resultados são devidos ao
tratamento a que os pacientes foram
submetidos.

Em relação à hanseniase os percen-
tuais dos linfócitos do tipo T podem es-



154 Rev. Pat. Trop. 14 (2): 151-158, jul/dez., 1985.

tar modificados, como demonstraram
DWYER,BULOCK &FIELDS(1973),que
encontraram uma queda daqueles linfóci-
tos. Os mesmos resultados foram encon-
trados por GAJLPECZALSKA et alii
(1973).

Em função das contravérsias encon-
tradas na literatura nos propusemos tam-
bém colaborar na determinação numérica
dos linfócitos do tipo T em pacientes de
hanseníase portadores da forma indeter-
minada e nas duas formas polares.

MATERIAL E MÉTODO

O meterial de estudos compreendeu
o sangue de 413 hansenianos, sendo 232
portadores da forma virchowiana, 96 da
forma tuberculóide e 85 da forma inde-
terminada. As idades dos pacientes, de
ambos os sexos, variaram de 9 a 86 anos.
O teste empregado foi o de rosetas.

Os sangues foram obtidos através da
punção venosa dos pacientes, obtendo-se
cerca de 10,0 ml de sangue, que juntados
a uma solução estabilizadora de titriplex
III (Garcia Lima &Mitscherlich, 1973)
eram agitados e a seguir submetidos a
choque hipotônico.

Os sangues após serem submetidos
ao choque hipotônico, foram centrifuga-
dos e lavados os seus leucócitos por 3 ve-
zes em solução fosfatada e tamponada,
pH 7,4 (PBS). (BEHRENS & Esch, 1973;
Weinhold, 1965 e Schmidt, 1970).

As hemácias foram obtidas de car-
neiros, desfibrinadas e conservadas a 4°C.
Para uso foram lavadas em PBS e mistu-
radas à hemolisina anticarneiro e a seguir
misturadas ao complemento de camun-
dongo (Huber et alii, 1971) e a seguir sus-
pensas em PBS para conter 100.000 célu-
las por mm3.

Os parâmetros do teste de rosetas
foram examinados ao que se refere ao
tempo de incubação, influência da tempe-
ratura, influência das concentrações sali-
nas das soluções empregadas no teste, o
número de leucócitos por mm3 e o de he-
mácias por mm3.

Foram consideradas rosetas positi-
vas as que se figuravam um leucócito com
4 ou mais hemácias aderidas à sua superfí-
cie. As rosetas negativas foram as repre-
sentadas por linfócitos isolados.

O teste de rosetas para evidenciar os
linfócitos do tipo T foi o descrito por
Waller & Maclennan (1977).

RESULTADOS

No estabelecimento e avaliação dos
parâmetros que influenciam a tipagem
dos linfócitos T, considerou-se como defi-
nitivo que o tempo de incubação deverá
ser de 90 minutos para a leitura final do
teste. A temperatura ideal foi estabelecida
em 37°C, em banho-maria. As concentra-
ções salinas deveriam estar no padrão do
PBS e da solução de cloreto de sódio a
0,85%. A concentração das hemácias foi
de 100.000 células por mm^ e leucócitos
4.000 por mm3, estabelecendo a propor-
ção de l :25 (Leucócito-hemácia).

Foi também estabelecido o número
das células mortas, apesar de que elas
também podem formar rosetas positivas.

Na relação estudada entre os resul-
tados apresentados pelos controles e de
portadores da forma virchowiana não fo-
ram encontradas diferenças significantes,
ao nível de 5,0%, mas houve diferenças
significantes entre os controles e resulta-
dos apresentados pelos grupos de doentes
portadores das formas tuberculóide e in-
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determinada, ao mesmo nível de 'signifi-
cância.

Relacionando os grupos de pacien-
tes portadores da forma virchowiana, tu-
berculóide e indeterminada não apresen-
taram diferenças significantes entre os
mesmos ao nível de 5,0%.

Os resultados também evidenciaram
nffo haver qualquer relação com a idade,
sexo e tempo de tratamento dos pacien-
tes.

DISCUSSÃO

O teste de rosetas é de autoria de
Huber et alii (1971) e de Jondal, Holm &
Wigzell (1972) para determinar o número
de linfócitos do tipo B e para se determi-
nar a presença e número dos linfócitos do
tipo T é de autoria de Waller & Maclennan
(1979). Estes não formam rosetas em pre-
sença do acetato de etilenodiamino e
também em solução tamponada de fosfa-
to sem Ca++ e sem Mg++.

Na obtenção dos leucócitos opta-
mos pela hemólise em vez da separação
por uromiro — 380, ficoll ou por hypa-
que, por ser mais simples, mais rápido e
mais barato.

Foi estabelecido como tempo de
incubação de 90 minutos assim como foi
a temperatura de 37°C, em banho-maria
como fatores preponderantes na variação
do teste com influências importantes nos
resultados finais .do trabalho. A solução
escolhida para ser empregada no teste foi
a PBS por nos dar condições de se obter
um maior número de rosetas.

Quanto aos resultados encontrados
com os dados a respeito dos linfócitos do
tipo T, verificou-se não haver diferenças
significantes ao nível de 5,0%, quando fo-
ram relacionados controles e portadores
da forma virchowiana o que contraria re-

sultados de Dwyer,Bulock&Fields( 1973)
e os de Gajl - Peczalska et alii (1973). Es-
tas diferenças possam estar acontecendo
devido ao tratamento que nossos pacien-
tes estão recebendo com intensidade e vi-
gilância no Centro de Saúde de onde es-
tão sediados.

Os resultados apresentaram ainda
diferenças significantes a maior, ao nível
de 5,0%, nas outras duas formas de han-
seníase quando os seus resultados foram
confrontados com os dos controles. O au-
mento dos linfócitos do tipo T, também
sugere atividade proliferativa alimentada
dos linfócitos do tipo T nas duas formas
de hanseníase: tuberculóide e indetermi-
nada.

Aconteceu que para os linfócitos do
tipo T nã~o houve diferenças significativas
ao nível de 5,0%, quando foram relacio-
nados os resultados apresentados pelas
três formas estudadas da hanseníase.

Nossos resultados confirmam os de
Nath, Curtis & Talwar (1974), quanto ao
número de linfócitos do tipo T em pa-
cientes portadores da forma virchowiana.
Os autores nâb encontraram variações das
formas polares quando relacionadas, por-
tanto não se pode fazer inferência clínica
através do número dos linfócitos T como
concluíram também Kresler et alii (1973).

CONCLUSÕES

Os autores estudaram a aplicação
do teste de rosetas na determinação do
número dos linfócitos do tipo T, da cor-
rente circulatória de portadores do Mal de
Hansen, com vistas ao emprego no diag-
nóstico da hanseníase. Determinaram os
parâmetros necessários à execução do tes-
te. Examinaram o sangue de 125 pessoas
tidas como sadias, tomadas como contro-
le e examinaram concomitantemente o
sangue de 413 outras pessoas portadora?
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de hanseníase, nas formas: virchowiana,
tuberculóide e indeterminada. Os resulta-
dos mostraram nSo haver diferenças esta-
tisticamente significantes entre o grupo
de doentes portadores da forma vircho-
wiana e controles mas encontraram dife-
renças estatisticamente significantes entre
os resultados apresentados pelos controles
e portadores das formas tuberculóide e in-
determinada, aumentados nessas.
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SUMMARY

Lymphocytes in hanseniasis:
II - Lymphocytes in the bloodstream of

patients with Hansen's disease

Theauthors studied the application
of the rosetts test for the determination
of the number of T lymphocytes in the
bloodstream of patients with Hansen's
disease, as a tool to be employed in the
diagnosis of hanseniasis. The parameters
needed to carry out test were determined.
Blood samples were taken and tested
from 125 persons considered to be heal-
thy and used as controls, and from 413
patients with the virchowian, tuberculoid
and indeterminate form of hanseniasis.
The results showed no statistícally signifi-
cant difference between the group of pa-
tients with the virchowian form of the di-
sease and the contrõls, but patients with
the tuberculoid and indeterminate form
of the disease had significantly increased
T lymphocyte numbers in relation to the
controls.
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