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RESUMO

Para este estudo foram empregados niimeros absolutos de células timo-de-
pendentes da corrente circulatéria de individuos portadores do mal de HANSEN, que
procuravam cuidados médicos no Centro de Satide de Ribeirdo Preto, SP.

O grupos controle empregado neste trabalho foi composto de soldados
com 19 anos de idade. O seu sangue foi hemolisado por choque hipotdnico. Os leu-
cocitos foram depois colocados em laminas, fixados por acetona e corados por iso-

tiocinato de fluoresceina,

Para a contagem das células utilizamos microscopia de fluorescéncia.

Os resultados analisados mostraram n3o haver correlagdo entre os nime-
ros absolutos de células em relagdo ao sexo e a idade. Considerando os tempos de
tratamento empregados em relagao as diferentes formas da doenga concluimos tam-
bém nio haver nenhuma influéncia sobre o nimero das células estudadas.

INTRODUCAO

Alguns pesquisadores (1, 3,5 ¢
7) investigaram a variagdo do nime-
ro de linfécitos timo-derivados no
sangue de doadores normais e de
portadores de hansenfase. Encon-
traram uma queda no nimero de-
les e também no aumento relativo
dos linfécitos do tipo B. Sugerem
que este aumento seja devido a um
estimulo daqueles linfécitos pela
deficiéncia numérica e funcional
dos linfécitos do tipo T em lepra le-
promatosa. Tais aumentos pode-
riam também sugerir a possibilida-
de de uma anergia do sistema imu-

ne em portadores daquela forma
polar de lepra, ou poderiam ser de-
vidos 3 destruicdfo dos linf6citos
do tipo T ou, ainda, a um impedi-
mento de sua recirculagfo. Encon-
traram valores normais em paci-
entes tratados e em portadores
da forma tubercul6ide.

No presente trabalho os auto-
res determinaram o nimero das
células timo-dependentes do san-
gue periférico em pacientes porta-
dores de lepra lepromatosa, tuber-
cul6ide e indeterminada. Nesta de-
terminagfo foi usada a reagfo de
imunofluorescéncia indireta como
fizeram RAMOT, et alii,, 1973,
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tendo em vista, também, os traba-
lhos de BOREK, 1961, e os de
HENLE & HENLE, 1966, quan-
do estudaram o linfoma de BUR-
KITT, através da imunofluorescén-
cia indireta,

Os autores analisaram, ainda,
as possiveis diferengas existentes
entre os resultados apresentados em
relagdo ao sexo, 2 idade, tempo de
tratamento e as formas de lepra.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados na determina-
¢do das células timo-dependentes
esfregagos de leucécitos provenien-
tes do sangue de portadores de han-
senfase, nas formas lepromatosa, tu-
berculide e indeterminada, com
tempos variados de tratamento. Os
doadores utilizados recebiam trata-
mento médico e cuidados de enfer-
magem no Centro de Saide de Ri-
beirfo Preto (DS-6). Como contro-
le foram usados esfregagos de san-
gue colhido de soldados, recente-
mente incorporados ao Exército,
com 19 anos de idade e seleciona-
dos por exames médicos.

A colheita de sangue dos doen-
tes e do grupo controle foi feita por
pungdo venosa, tendo sido utiliza-
da a veia do antebrago, observan-
do-se todos os cuidados de assepsia
e antissepsia; 0,1 ml de uma solugo
de anticoagulante (11) foi emprega-
da e os tubos deixados em geladei-
raa + 40C, por 12 horas para
completa estabilizaggo.

Apés este tempo, foram feitas
contagens globais e especificas dos
Jeucéeitos, o material submetido ao
chc;gue hipotdnico e, em seguida,
lavado por trés vezes em solucfio
tamponada de fosfato (Phosphat
buffer solution - PBS) isenta de
Ca ++ e Mg. ++. Dos leucécitos
obtidos dessa forma, foram prepa-
rados esfregagos em liminas pre-
viamente tratadas com solugfo de-
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tergente e conservadas em 4lcool-
éter a 50,0% secas em temperatura
ambiente por 60 minutos e fixadas
com acetona por duas vezes conse-
cutivas durante 10 minutos,

As ldminas assim preparadas
foram estocadas em caixas de ma-
deira e conservadas a - 250C, até
© momento de sua colorago.

PREPARO DO SORO
ANTITIMO

Foram inoculados 10 coelhos
com uma suspensao de timo huma-
no de um natimorto. Depois de tri-
turado foi obtida uma suspensdo de
timo relativamente espessa, que,
passada em Eppendorf por 5 minu-
tos, se tornava bastante fina.

Dependendo da fase de imuni-
zagdo, o animal recebia a suspensdo
emulsionada em adjuvante de
FREUND ora completo, ora incom-
pleto. Terminadas as inoculagdes os
animais foram sangrados e o soro
obtido foi absorvido.

ABSORCAO

As absorg0es foram feitas com
hemédcias humanas e com pé de fi-
gado humano, como preconizam
SARKAR, et alii, 1973 ¢ YAMA-
NA, et alii, 1974, As hemdcias fo-
ram lavadas em solugfo fosfatada,
pH 7.4, por quatro vezes e junta-
das aos soros na proporgio de 2:3,2,
Apb6s agit?(o cuidadosa a mistura
foi incubada a 370 C, por 60 minu-
tos e centrifugada a 680 g, durante
20 minutos em temperatura ambi-
ente ( +220C),

A absor¢do dos soros com o pé
de ffgado se processou nas mes-
mas condigBes, porém na propor-
¢do de 75 mg de p6 para 1,0 ml de
soro.

O pé de figado foi preparado
utilizando-se 300 g de figado fres-
co, mofdo e filtrado em gaze. A pa-
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a obtida foi submetida ao choque
Ejpotbm’oo. Obteve-se uma suspen-
sio celular, que foi triturada em
Eppendorf. O material resultante
foi tratado com éter sulfiirico por
trés vezes, sob agitagdo constante.
A pasta resultante foi deixada se-
car a + 370 C, resultando daf um p6
que foi conservado em geladeira a
+49 C,

OBTENCAO E PREPARO DA
IMUNOGLOBULINA
ANTICOELHO

O soro antiglobulina foi pre-
parado em cabra. Foi feita uma mis-
tura de soros de coelho, emulsiona-
da com adjuvante de FREUND
completo e/ ou incompleto, na pro-
por¢do de 1:3 e esta inoculada em
cabra pelas vias: intramuscular e
subcutdnea. No fim da imunizagdo
a cabra foi sangrada e o soro sepa-
rado.

A imunoglobulina foi precipi-
tada pelo sulfato de amonio e leva-
da por quatro vezes em solugdo de
cloreto de s6dio a 0,85%. E delpois
dializada contra solugdo de clore-
to de sédio a 0,85% e, em segui-
da, contra solugdo fosfatada, pH
7,4, por mais cinco horas.

CONJUGAGAO

Para a conjugagdo da imuno-
globulina com o isotiocianato de
fluoresceina levou-se em conta o
seu teor protéico a fim de se ob-
ter proporcionalidade de isotiocia-
nato de fluorescefna. A mistura
globulina-isotiocianato foi agitada
durante 16 horas a + 40C ¢ a se-
guir filtrada em sephadex G 25.

COLORAGAO

Os esfregagos de leucécitos fo-
ram cobertos com soro de coelho
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antitimo humano e incubados
durante 60 minutos a 37°C, Em
seguida lavados e cobertos com a
globulina anticoelho conjugada com
isotiocianato de fluorescefna e no-
vamente incubados (2,4 ¢ 9).

LEITURA DOS
ESFREGACOS

A leitura foi feita em micros-
copio ZEISS, aumento 400 X,
lampada fluorescente =~ OSRAN-
HBO, 200 W.

As células foram contadas por
duas pessoas; o critério adotado pa-
ra fluorescéncia Fositiva foi aque-
le em que as células se apresenta-
vam nitidamente fluorescentes em
seu todo ou na periferia celular, e,
para n3o fluorescentes, as que ad-
quiriram uma coloragdo vermelha.
Foram contadas 200 células em ca-
da esfregago, levando-se em consi-
derago o nimero de células fluo-
rescentes (timo-dependentes - TD)
e ndo fluorescentes (NF).

Foram examinados sangues de
202 pessoas, sendo:

Sangue de Total
Controles 078
Lepra lepromatosa - 106 106
Lepra tubercul6ide - 011 011
Lepra indeterminada - 007 007
Total - 124 202

RESULTADOS

Os doadores cujo sangue serviu
como controle tinham a mesma ida-
de. J4 entre os doentes, a idade va-
riou entre 10 e 87 anos, havendo
maior incidéncia no grupo etério
de 46 a 51 anos.

Tabela 1. - Distribui¢do dos grupos
segundo a idade



12

Gruposem Incidéncia
anos

10- 27 06
28-33 12
34-39 15
40-45 19
46-51 24
52-57 15
58-63 18
64 - 69 11
70 - 87 04
Total 124

Quanto ao tempo de trata-
mento os pacientes se distribui-
ram, segundo a tabela 2.
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As relagBes entre os intervalos
de tempo de tratamento mostraram
ndo haver diferengas significativas
entre eles.

O estudo dos resultados, em re-
lagfo ao sexo e idade, mostrou ndo
haver diferengas significativas entre
ambos.

A tabela 3, mostra a relagdo e
significancia entre os resultados
apresentados pelos grupos estuda-
dos e as células timo-dependentes e
células nio fluorescentes.

Pelos resultados apresentados
observa-se que ndo houve diferen-
¢as significativas entre o grupo do-
ente e o grupo doente e o grupo
controle, o mesmo acontecendo em
relagdo as formas da doenga.

Tabela 2. — Distribui¢do dos grupos de doentes, segundo o tempo de tra-

tamento.

Formas de hansenfase

Tempo de

Tratamento

(emanos) Lepromatosa Tuberculbide Indeterminada Total
0-6 30 05 04

7-12 18 02 - 3(9)
13-18 19 01 02 22
19-24 15 02 - 17
25-30 13 01 - 14
31-36 07 - 01 08
37-54 04 = - 04
Total 106 11 07 124

Tabela 3. — Grupo controle e grupo doente em relago as células timo-de-
pendentes e ndo fluorescentes.

Células Controle Doente  t GL N 5% Sig.
TD 78 124 0,6764 200 202 197 NS
NF 78 124 11,2892 200 202 1,97 NS

Legenda: t (tegte de t); GL (graus de liberdade); N (nimero); Sig. (signi-
ficancia; TD (timo-dependente) e NF (Nao fluorescentes).
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DISCUSSAQO

O método empregado na
obten¢do de leucdcitos a partir do
sangue periférico ndo alterou de

modo algum o seu comportamento
imunologico.

Os “‘soros hiperimunes”, antiti-
mos, foram obtidos segundo um
esquema previamente estudado.
Para as inocula¢Ges foi preparada
uma suspensdo de células timicas
segundo os métodos preconizados
por BOBROVE, et alii, 1974. Foi
realizada a remogdo dos anticorpos
inespecificos dos soros obtidos, co-
mo fizeram SARKAR, et alii, 1978,
e YAMANA, et alii, 1974.

Os dados encontrados em rela-
¢do ao sexo, idade e formas de le-
pra, tanto para as células timo-de-
pendentes como para as no fluo-
rescentes, mostraram-se ndo signi-
ficativos.

A relagdo entre as diferencas
dos resultados apresentados pelas
células timo-dependentes e ndo
fluorescentes, estudadas, levando-se
em conta o tempo de tratamento
dos pacientes, para as formas de
hanseniase, mostrou-se nao signi-
ficante em todos os grupos estu-
dados para as células timo-depen-
dentes e também para as ndo fluo-

rescentes. . ) )
Nao foram evidenciadas dife-

rencas significativas quando foram
relacionados os grupos de trata-

mento. )
Ndo houve resultados signifi-

cativos em relagdo aos grupos -
de idades, considerando o nime-
ro absoluto das células timo-de-
pendentes e mesmo das ndo fluores-
centes. Esta relagdo ndo foi signi-
ficante ao nivel de 5,0%. Isto de-
monstrou que mesmo variando o
tempo de tratamento nao hd inter-
feréncia sobre o nimero absoluto
das células timo-dependentes e nao
fluorescentes.

Nio foram encontradas dife-
rengas entre os valores apresenta-
dos pelas células timo-dependentes
e ndo fluorescentes dos controles
e também dos portadores de han-

senfase. O mesmo foi verificado em
relagdo aos numeros absolutos das
células estudadas, em se consideran-
do as formas da doenga estudada.

SUMMARY

In this work, absolute numbers
of thymus cells dependent in circu-
lation were determined in Hansen
individuals, who looked for medical
care in the Health Center of Ribei-
rao Préto.

As a control group, 19 years
old soldiers were utilized.

The bloods were hemolysed by
hypotonic shock. The leukocytes
were smeared, fixed with acetone
and stained with FITC.

The counts were done in fluo-

rescent microscopy.
The results sﬁ,owed no correla-
tion in regard to sex and age.
Considering time of treatment
in regard to the different stages of
sickness, no correlation was found.
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