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PRINCÍPIOS, REALIZAÇÕES E APLICAÇÕES CLÍNICAS*
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RESUMO

Os autores fizeram uma revisão bi-
bliográfica sobre o teste de inibição
da migração de leucócitos, ressaltan-
do os fundamentos teóricos, a realiza-
ção prática e as aplicações na clínica
humana.

Define-se imunidade humoral
como a intervenção de substân-
cias presentes nos humores do or-
ganismo, quer sejam elas especí-
ficas (anticorpos) ou não especí-
ficas (complemento, lisozima, in-
terferon).

Inversamente, a imunidade ce-
lular se define pelos mecanismos
imunitários provocados pelas cé-
lulas . Essa resposta pode ser não
específica (fagocitose) ou específi-
ca (por ação das células imuno-
logicamente competentes, os lin-
fócitos).

O termo "imunidade celular
específica" deve ser substituído
pelo termo "imunidade por inter-
venção celular", pois também os

anticorpos têm uma origem celu-
lar.

O termo "imunidade por in-
tervenção celular" não é usado
apenas no sentido restrito de ação
direta das células, mas admite
igualmente os mediadores solú-
veis, secretados pelas células sen-
sibilizadas, e que não são anti-
corpos .

Quanto à hipersensibilidade re-
tardada (H.S.R.), ela está in-
cluída nos fenómenos de respos-
ta imunitária por intervenção ce-
lular, embora represente apenas
uma das suas consequências.

A hipersensibilidade do tipo re-
tardado, ou hipersensibilidade do
tipo tuberculínico, foi descrita há
mais de 75 anos e qualquer ana-
lista que lê uma reaçao intra-dér-
mica pela tuberculina conhece
suas manifestações. O caráter
imunológico da reaçao — diver-
so, pela sua qualidade específica,
de um simples fenómeno inflama-
tório — e sua cronologia peculiar,
que a diferencia de outros tipos
de hipersensibilidade cutânea, fo-
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ram reconhecidos desde o princí-
pio do século.

Seu mecanismo, entretanto,
ainda permanece obscuro. A au-
sência de um teste "in vitrp",
cujos fatores possam ser contro-
lados e cujos efeitos medidos,' je-
tardaram seu estudo por longo
tempo.

No decorrer destes últimos
anos, surgiu um certo número de
testes "in vitro" que abriram ca-
minho para um estudo preciso e
quantitativo dos mecanismos da
H.S.R. Eles permitem a explo-
ração dos fenómenos clínicos,
tais como as doenças auto hiumes
e as reações ao homo-env;rto.

Entre os "testes de H.S.R."
aplicáveis em clínica humana, us
mais conhecidos são o teste de
inibição da migração dos leucó-
citos (TML) e o teste de transfor-
mação Hnfoblástica (TTL).

A — FUNDAMENTO TEÓRICO
DA REAÇÃO

Em 1932, Rich e Lewis 23 no-
taram que uma migração celular
se produzia em volta de fragmen-
tos de órgãos linfóides em uma
superfície plana num meio de cul-
tura. Constataram, também, que
se os fragmentos fossem prove-
nientes de um animal que apre-
sentasse uma HSR à tuberculina,
a adição de tuberculina ao meio
de cultura suprimia a migração
celular. Para eles, a inibição
da migração dos macrófagos era
uma consequência dos "fenóme-
nos de toxidade" ao nível das
células.

Foi necessário esperar-se os

trabalhos de Waksman29, em
1960, para saber que o fenóme-
no de inibição da migração das
células não está relacionado a
uma cito-íoxidade.

Em 1962, George e Vaughan u

;fan,çaram a sua técnica, utilizando
tubcs capilares, que possibilita
uma medida da superfície de mi-
gração das células de exsudato
peritoneal (linfócitos e macrófa-
gos).

Sborg e Bendixen 2S, em 1967,
propuseram uma variação deste
teste de inibição da migração dos
macrófagos, aplicável ao homem,
o Teste de Inibição da Migração
dos Leucócitos do sangue perifé-
rico humano (TML).

I) MECANISMO ÍNTIMO DA
REAÇÃO

Pelos trabalhos de Bloom e
Bennett2-4, David10 e Dumon-
des12, o linfócito foi reconhecido
como o elemento indispensável
desta reação, a etapa essencial da
qual é a ativação do mesmo2l.
Para explicar, dizemos que um
linfócito, posto em contacto com
um antígeno, conserva desse en-
contro uma certa lembrança: o
linfócito fica "sensibilizado". Se
esse linfócito "sensibilizado" é re-
colocado em presença do antíge-
no que serviu de semibilizador,
ele vai "se ativar". Essa ativação
será traduzida por um grande nú-
mero de acontecimentos: infor-
mação dos plasmócitos, transfor-
mação linfoblástica, produção de
"linfokinas", daí surgindo uma
substância solúvel chamada MIF
("migration inhibitory factor") de
David lo e Bloom4.

Ê conhecido que o MIF tem a
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propriedade fundamental de ini-
bir a migração natural das célu-
las peritoneais normais. Parece
certo que o MIF (ou uma subs-
tância semelhante) intervém tam-
bém na inibição da migração dos

íes sistemas, confirmam o caráter
específico da reação, tanto quan-
to o teste de HSR, pela correlação
existente com os testes cutâneos
lidos às 24 ou 48 horas e sua in-
dependência da presença de anti-

Linfócito sensibilizado
+
Ag correspondente

m-> M.I.F.
Inibição da migra-
cão dos leucóci-
tos

leucócitos do sangue periférico
humano .

Podemos, portanto, esquemati-
zar a sequência da reação da se-
guinte maneira:

Assim, os linfócitos sensibiliza-
dos, ativados pelo contato com o
antígeno, sintetizam uma proteí-
na, que inibe "in vitro" a migra-
ção dos leucócitos do sangue pe-
riférico .

Quanto ao mecanismo da rea-
ção, ainda não foi totalmente es-
clarecido. Supõe-se que a popu-
lação mononuclear absorve o
MIF em sua superfície, sem que,
contudo, os mononucleares sejam
alterados .

II) ESPECIFICIDADE DO
TESTE

Os trabalhos de Sborg e Bendi-
xen 1.26'26 mostram que a inibição
da migração é específica do an-
tígeno diante do qual o paciente
apresenta uma HSR. Ainda mais,
a especificidade antigènica da ini-
bição é a mesma da reação cutâ-
nea retardada. Numerosos auto-
res z4*26-28.30, através de diferen-

corpos circulantes.

Existe, igualmente, uma espe-
cificidade na reação "in vivo".
De fato, a inibição da migração
e a reação cutânea de HSR só
podem ser obtidas com o conju-
gado hapteno-proteina com o qual
o paciente ê sensibilizado. Esse
caráter antigênico específico cha-
ma-se "carrier specificity. n

Enfim, o teste não explora a
reação das células sensíveis ao
antígeno, pois, sem a imunização
prévia, a migração não é inibida.
A mistura de duas populações lin-
focitárias alogênicas não produz
inibição, uma vez que o sobrena-
dante de culturas mistas de lin-
fócitos inibe a migração.

Convêm lembrar que a inibi-
ção da migração não é específica
do MIF. De fato, os complexos
antígeno-anticorpos, as leuco-
aglutininas e as globulinas anti-
linfocitárias podem igualmente
inibir a migração. Veremos, con-
tudo, que o protocolo operacional
impede esta possibilidade (lava-
gem das células).
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O teste da inibição da migra-
ção dos leucócitos pode, portan-
to, ser considerada como espe-
cífico da HSR. muito embora nem
todos os autores pensem assim B .

B — REALIZAÇÃO PRÁTICA
DO TESTE

Descreveremos, a seguir, o mé-
todo que utilizamos no Laborató-
rio de Imuno-patologia da Fun-
dação Gonçalo Moniz. inspirado
diretamente no método de Sborg
e Bendixen25:

O sangue é recolhido esteril-
mente sobre anti-coagulante (he-
parinato de cálcio, que não é tó-
xico para as células) em seringas
tipo Plastipak-BD, na quantidade
de 20 ml/grama de antígeno a
testar. As seringas são colocadas
a 37°C ou à temperatura ambien-
te, durante 60 a 90 minutos, in-
clinadas de 30 a 45°. Basta, por-
tanto, pressionar o êmbolo da se-
ringa, para recolher o material
sobrenadante em tubos cónicos,
estéreis e siliconizados.

Esses tubos servirão para la-
var três vezes as células, em meio
TC-199, por centrifugação de
1500 r .p .m. , durante 10 minu-
tos, de modo a separar o soro e,
em consequência, os anticorpos
que ele contém ou os complexos
antígeno-anticorpo.

Entre a segunda e a terceira la-
vagens, realiza-se um choque hi-
potônico, a fim de se eliminarem
os glóbulos vermelhos. Ao tér-
mino da terceira lavagem, os leu-
cócitos sedimentados são recolo-
cados em TC-199 e a suspensão
obtida é aspirada em tubos capi-

lares de silicone (comprimento de
70 mm com diâmetro interior de
0,5 mm). Os tubos capilares jão
vedados em uma extremidade por
agar-gel e depois, por "mastique"'.

Eles são, então, submetidos a
uma centrifugação de 1500 —
2000 r .p.m., durante 10 minu-
tos. Os tubos são seccionados ao
nível do limite entre os leucócitos
e o sobrenadante. A parte con-
tendo as células é colocada em câ-
mara de Sykes-More, à razão de
dois tubos por câmara, e mantida
no lugar por graxa siliconizada
neutra.

Enchem-se, então, as câma-
ras com meio de cultura HLEG
(pH 6,8-7,2), com ou sem a adi-
ção dos antígenos e, em seguida,
as mesmas são colocadas a 37°C
durante 18 a 2 4horas. Ao térmi-
no dessa incubação, a superfície
de migração pode ser desenhada
pela utilização de um ampliador
e depois medida por planimetria.

Os valores numéricos assim ob-
tidos permitem o cálculo do ín-
dice de migração, MI:

MI —
M x

M o

Mx — valor da migração em pre-
sença do antígeno = teste
Mo = valor da migração na au-
sência do antígeno = controle.

Insistimos sobre os seguintes
pontos:

1 — necessidade de utilizar um
material estéril;

2 — todo material em contac-
to com as células deve ser silico-
nizado;
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3 — os tubos capilares, todos
do mesmo diâmetro, devem ser
cortados com cuidado, da mesma
maneira;

4 — as câmaras de cultura de-
vem ser colocadas rigorosamente
em posição horizontal; , .

5 — as diferentes soluções an-
tigênicas devem ser realizadas em
meio HLEG e o pH dessas solu-
ções deve ser controlado;

6 — para cada antígeno, de-
vem ser utilizadas doses diversas;

7 — é necessário conhecer-se a
dose "tóxica" para cada antíge-
no.

8 — deve saber-se que existem
variações da migração em função
da concentração em antígeno do
meio introduzido na câmara de
cultura. Antes de atingir a dose
"tóxica", o coeficiente MI é pro-
porcional ao logarítimo da dose.
Inversamente, com doses muito
pequenas, pode ocorrer não mais
a inibição da migração mas a es-
timulação da migração.

Não podemos encerrar este ca-
pítulo sem falar dos "testes simi-
lares" ao T.M.L.

Pois deles parecem-nos parti-
cularmente interessante:

l — O TML em dois tempos
(15,20), onde, no primeiro tem-
po, os linfócitos do paciente são
colocados em cultura com ou sem
antígeno. Os sobrenadantes ace-
julares dessas culturas são recu-
perados entre a 24a e a 48a ho-
ras e colocados, ou na presença
de macrófagos de animais nor-
mais (20) ou sobre monócitos
humanos normais (15). Uma

inibição da migração traduz aqui
0 efeito do MIF humano. De fa-
to, o MIF não é específico de
determinada espécie.

2 — O TML em ágar-gel, pro-
posto por Clausen 9, onde as cé-
lulas migram num gel de agarose
enriquecido em meio de cultura.

C — APLICAÇÕES EM CLINICA
HUMANA

O TML tem sido utilizado até
agora em numerosos sistemas.
Parece-nos, contudo, que ele se
valorizou mais no sentido da au-
to-imunidade.

1 — Doenças auto-imunes.

Convém aqui salientar os tra-
balhos das equipes de Copenha-
gue e Paris 17'18 que possuem a
experiência de 300 pacientes tes-
tados .

a) Afecções lireoidianas 5,i 17,27

O antígeno utilizado é um ex-
trato total da tireóide bovina lio-
filizada "Jean Roy" em doses de
3000 gama, 1000 gama, e 300
gama/ml ou o antígeno microso-
mial tíreoidiano humano (Wellco-
me).

O teste é muito frequentemente
positivo nas tireoidites do tipo
Hashimoto e bastante frequente-
mente positivo no mixedema ad-
quirido do adulto e na doença de
Basedow. Notamos que, com os
mesmos antígenos, resultados po-
sitivos são obtidos na anemia per-
niciosa de Biemer e nas aplasias
suprarenais.

O teste é negativo nos cânceres
da tiróide. nos bócios simples e
nos hipo-paratireoidianos.
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b) Hipoparatireoidismos primiti-
vos 17

Utilizando-se um extrato sali-
no da paratireoide de cadáver
(1000 gama, 500 gama e 200 ga-
ma/ml), o teste parece específico
do hipoparatireoidismo primiti-
vo.

c) Afecções corticosuprarrenais
17,19

O antígeno utilizado é um ex-
trato salino de suprarrenal do ma-
caco ou da suprarenal humana
(1000 gama, 400 gama e 100 ga-
ma/ml).

O teste é positivo na doença de
Addison, como também algumas
vezes nas afecções tireoidianas e
no hipoparatireoidismo.

d) Doença de Biernter 5'17

A utilização de um extrato lio-
filizado da mucosa gástrica de
carneiro ("Lyocentre" lOOmega/
ml) faz com que se obtenham re-
sultados positivos na doença de
Biermer e nas afecções tireoidia-
nas.

e) Afecções cardíacas l?

Um extrato salino de miocár-
dio 1000 gama, 400 gama e 100
gama/ml) fornece resultados in-
teressantes nas afecções cardíacas
de natureza supostamente imuni-
tária (síndrome de Dressler, mio-
cardites primitivas).

f) Afecções pericárdicas 17

Obtêm-se resultados positivos
apenas nas pericardites idiopáti-

cas e na síndrome de Dressler em
presença de antígeno pericárdico
humano (100 gama, 500 gama,
2000 gama/ml).

g) Lúpus eritematoso disseminado
17

Utilizamos, como a equipe de
Moulias, um ADN altamente po-
limerisado de peixe (Laboratório
Bíostabilex) nas doses de 50 ga-
ma, 100 gama e 200 gama/ml).
Resultados positivos são obtidos
no LED, assim como em outras
afecções do colágeno.

h) Detenção de processos auto-
iniimitários em patologia he-
pática

Brostoff 5 já utilizou mitocôn-
drias no estudo das cirroses bilia-
res primtivas. Nós usamos um
antígeno total liofilizado de fíga-
do humano, nas doses de 50 ga-
ma, 100 gama, 200 gama, e 1000
gama/ml.

i) Detecção de processos auto-
imunitários em patologia renal

Inspirados nos trabalhos de
Bendixen 1 sobre as glomerulone-
frites proliferativas, utilizamos um
antígeno total liofilizado de rim
humano, nas doses de 50 gama,
100 gama, 200 gama, e 1000 ga-
ma/ml .

j) Ouiros resultados

Resultados bem interessantes
foram obtidos por numerosas
equipes e citaremos, entre outros,
p estudo da reto-colite hemorrági-
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ca 1>17, das dermatomiosites 1?, da
esclerose em placa 16.

Convém notar que existe um
bom número de casos de reações
cruzadas. Esse fenómeno pode
ser atribuído às comunidades an-
tigênicas mórbidas.

2 — DOENÇAS INFECCIOSAS

Os primeiros estudos do TML
foram realizados por Sborg e Ben-
dixon 26 em doentes com brucelo-
se, com resultados positivos em
85% dos casos.

Bendixon e, depois dele, diver-
sos autores, testaram a tuberculi-
na entre pacientes tuberculosos ou
vacinados pelo BCG.

Com pacientes que já tiveram
parotidíte contata-se uma inibição
da migração em presença do an-
tígeno da caxumba.

3 — DOENÇAS PARASITÁ-
RIAS

Surge aqui primeiramente o
problema da estandardização dos
antígenos. Daremos nossas téc-
nicas, a título de informação.

a) Esquistossomose

Wolfson e cols, 30 e Vernes e
cols. M mostraram uma correla-
ção entre TML e testes "in vítro"
de HSR.

Vernes e cols. utilizam, como
nós, um antígeno total a partir do
adulto de S. mansoni, dosado em
nitrogénio, na dose de 25 gama,
50 gama e 1000 gama/ml.

Capron e cols. 7 mostraram

também uma correlação entre tes-
tes de HSR e teste de letalldade
sobre os esquistossômulos.

b) Doença de Chagas

Yanovsky 31 e nós mesmos 6

notamos a grande frequência com
que o teste nesta afecção apresen-
ta os resultados positivos. Esses
resultados parecem quasi sempre
paralelos à análise sorológica.

Utilizamos um antígeno solú-
vel obtido por congelamento e
descongelamento de culturas de
T. cruzi, com a seguinte concen-
tração: 33 gama prot/ml e 66
gama prot./ml.

c) Toxoplasmose

Os resultados de Gaines 13 nes-
te campo mostram todo o valor
que se pode dar ao TML, realiza-
do segundo a técnica de Clausen 9.

4 _ TRANSPLANTE

Nas pesquisas, o TML pode ser
proposto para o estudo dos fenó-
menos de rejeição; nos trabalhos
clínicos, ele poderia ser emprega-
do para supervisão do processo de
rejeição dos enxertos. Sabemos
particularmente que o teste tor-
na-se positivo l a 12 dias antes
da rejeição do enxerto do rim hu-
mano, em presença do antígeno
renal 22.

O TML não pode jamais servir
a uma prova de histocompatibili-
dade. De fato» duas populaç&M
celulares diferentes, colocadas
num mesmo tubo capilar, migram
normalmente (ao contrário do
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que se passa no teste de transfor-
mação linfoblástica),

5 — ESTUDOS DOS IMUNO-
DEPRESSORES

Os imunodepressores clínicos,
em pequenas doses, facilitam a
migração dos leucócitos.

As globulinas antilinfócitárias
podem ora provocar uma inibição
(se elas são fortemente aglutinan-
tes), ora favorecer a migração (pe-
las globulinas pouco aglutinan-
tes) . Muller Berrat 18 levantou a
hipótese, nesse último caso, da
diminuição da reação de HSR
reação geralmente considerada
como fundamental nos fenómenos
de rejeição.

Observamos, enfim, que a cor-
tisona inibe toda migração.

6 — PESQUISA DE ANTI-
CORPOS

Embora considerada como es-
pecífico da HSR o TML pode ser-
vir para a pesquisa de anticorpos
ativos frente aos leucócitos 18.
Por um lado, as leucoaglutininas
podem ser dosadas, diluindo-se o
soro a estudar na suspensão celu-
lar . Por outro lado, os anticorpos
anti-globulinas inibem a migração
dos leucócitos de maneira propor-
cional a seu título.

D — CONCLUÃO

A descoberta de testes "in vi-
tro", que permitem explorar a
imunidade por mediação celular,
abre novas perspectivas ao estu-
do da HSR do homem. Todavia,

se o valor destes testes é incontes-
tável, sua utilização prática só po-
de ser assegurada através de la-
boratórios especializados e trei-
nados .

Compreende-se, portanto, que
estes testes sejam reservados a
certos domínios da fisiologia ou
da patologia imunitária.

SUMMARY

A review on the leucocyte migra-
tion inhibition tests is presented. Theo-
ry, technjques and clinicai applica-
tion are considered.
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