
Hansen. Int. 2(1), 1977

Transformação dos linfócitos induzida pela
fitohemaglutinina e reação de Mitsuda
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RESUMO — A taxa de transformação blástica dos linfócitos induzida pela fitohe-
maglutinina, bem como os níveis de globulinas séricas foram investigados em soldados brasi-
leiros caucasóides que apresentavam reação tardia à lepromina (reação de Mitsuda) forte-
mente positiva ou completamente negativa. Nenhum dos indivíduos examinados era comu-
nicante de pacientes com hanseníase.

Os resultados obtidos permitem concluir que, em indivíduos sadios, nem a trans-
formação dos linfócitos estimulada pela fitohemaglutinina, nem os níveis de globulinas
séricas dependem da reação de Mitsuda.

A correlação negativa significativa entre o nível de globulinas não gama e a taxa
de transformação blástica dos linfócitos provocada pela fitohemaglutinina, que é encontrada
em pacientes lepromatosos, não foi observada nos indivíduos sadios que foram examinados.
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traram maior taxa de transformação
blástica que os de indivíduos normais,
tanto em soro autólogo, quanto em soro
heterólogo.

Ao investigar os fatores plasmáticos
que poderiam, eventualmente, ser res-
ponsáveis pela variação dos resultados
fornecidos pelos pacientes lepromatosos,
Beiguelman et al (1975) constataram
que os níveis sanguíneos de diaminodi-
fenilsulfona não têm, in vivo, um efeito
detectável sobre a transformação dos
linfócitos, apesar de tal medicamento
antileprótico deprimir a formação de
linfoblastos, quando adicionado in vitro
às culturas de leucócitos (Beiguelman &
Pisani, 1974). No mesmo trabalho,
porém, Beiguelman et al. (1975) assina-
laram, nas culturas de leucócitos de pa-
cientes lepromatosos, que a proporção
de linfócitos transformados pelo estí-
mulo da fitohemaglutinina estava corre-
lacionada negativa e significativamente
com as frações não gama das globulinas
séricas. Além disso, havia indicações
de que as globulinas alfa2, eram as prin-
cipais responsáveis por essa correlação.
Tal observação, aliás, mostrou grande
coerência com o trabalho de Cooperband
et al. (1968), pois esses autores isolaram
uma fração das globulinas alfa do plasma
humano normal, capaz de inibir o efeito
da transformação blástica induzida pela
fitohemaglutinina.

Tendo em vista o exposto, e conside-
rando que uma das características mais
marcantes dos pacientes lepromatosos é a
sua incapacidade de apresentar uma
resposta tardia à inoculação de lepromina
(reação de Mitsuda negativa), passava a
ser de crucial importância verificar em
indivíduos sadios, se:

1. a transformação dos linfócitos
induzida pela fitohemaglutinina de-
pende do tipo de reação de Mitsuda;

2. os níveis de globulinas séricas de-
pendem da reação de Mitsuda;

3. a formação de linfoblastos induzida
pela fitohemaglutinina está correlacionada
significativamente às frações não gama
das globulinas séricas.

CASUÍSTICA E MÉTODOS

Uma amostra de 87 soldados brasilei-
ros caucasóides, praticamente da mes-
ma idade, que prestavam serviço mili-
tar na Escola Preparatória de Cadetes
do Exército (Campinas, SP), foi ino-
culada com lepromina padrão fornecida
pelo Serviço Nacional de Lepra (Rio de
Janeiro). Todos os soldados eram perfei-
tamente hígidos e nenhum era comuni-
cante de hanseniano.

As inoculações intradérmicas de le-
promina foram feitas na face anterior do
braço, injetando-se 0,1 ml dessa suspen-
são de bacilos mortos por intermédio de
seringas para insulina, providas de agu-
lhas descartáveis (13 mm x 0,45 mm)
As leituras da reação tardia à lepromina
foram feitas sempre por dois dos auto-
res (J.A.V. e P.C.C.) 30 dias depois da
inoculação, e classificadas segundo Bei-
guelman (1971) em reação 0 (ausência
de reação local ou infiltração discreta
com menos de 3 mm de diâmetro), rea-
ção 1 (infiltração franca, nódulo com 3
até 5 mm de diâmetro) e reação 2 (in-
filtração nodular com mais de 5 mm de
diâmetro com ou sem ulceração). Os
indivíduos que apresentaram reação 0
foram reexaminados 39 dias após a
inoculação da lepromina, tendo em men-
te que, de acordo com Bechelli et al.
(1963), os não comunicantes de hanse-
nianos podem retardar a manifestação
da reação de Mitsuda positiva.

Visto que 14 indivíduos (16,1%) da
amostra estudada manifestaram reação
tardia intensa à lepromina (reação 2),
fez-se um sorteio, dentre aqueles com
reação 0, para selecionar outros 14 com
ausência total de reação local. Esses 28
indivíduos se prestaram a duas coletas
de sangue. Uma, de 20 ml, necessária
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à preparação das culturas de leucócitos,
foi realizada com seringas esterilizadas
e heparinizadas, enquanto a outra, de
5 ml, destinada à eletroforese de proteí-
nas do soro, foi feita com seringas este-
rilizadas sem anticoagulante.

As culturas foram preparadas pela
incubação do plasma rico em leucóci-
tos durante 72 horas a 37°C em frascos
esterilizados, tipo vidro de xarope, com
capacidade de 90 ml, contendo 9 ml de
meio de cultura com 0,1 ml de fitohe-
maglutinina preparados no Departamen-
to de Genética Médica da Faculdade de
Ciências Médicas da UNICAMP. O meio
de cultura foi constituído de 70% de
solução fisiológica de Hanks enriquecida
com 0,5% de hidrolisado de lactalbu-
mina, 30% de soro fetal bovino, 100
UI/ml de penicilina e 100 ug/ml de es-
treptomicina. Terminada a incubação, o
conteúdo dos tubos era transferido para
tubos cônicos submetidos a centrifuga-
ção durante 5 minutos a 1.000 r.p.m.
Com os sedimentos eram feitos esfrega-
dos com metanol, os quais, depois de se-
cos, eram corados com o reagente de
May-Grunwald e Giemsa, de acordo com
a técnica de Rosenfeld (1947). O per-
centual de linfócitos transformado em

linfoblastos foi obtido após contagem de,
pelo menos, 600 células de cada cultura,
multiplicando-se por 100 a razão entre o
número de linfócitos transformados e o
de não transformados.

Os soros das amostras de sangue sem
anticoagulante foram submetidos aos
procedimentos rotineiros da técnica de
eletroforese em fitas de acetato de ce-
lulose, sendo as globulinas determinadas
por densitometria em 500 nm, após co-
loração pelo Negro de Sudão, utilizando-
se um densitómetro integrador Atago,
modelo Quick.

RESULTADOS

A tabela 1 apresenta a taxa de trans-
formação blástica e os níveis de globu-
linas séricas nos 28 indivíduos examina-
dos, grupados segundo a reação de Mit-
suda. A tabela 2 mostra as médias e o
desvio padrão de cada uma das caracte-
rísticas quantitativas examinadas nesses
dois grupos, ou seja, com reação tardia à
lepromina totalmente negativa e com
reação fortemente positiva, enquanto a
tabela 3 apresenta os resultados da aná-
lise de regressão múltipla da taxa de
transformação blástica sobre os níveis
de globulinas séricas.
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T A B E L A 1

Percentual de transformação blástica e níveis de globulinas séricas apresentados pelos .28 indivíduos
examinados.

T A B E L A 2

Comparação das médias dos valores apresentados na tabela 1.
(R. M. = reação de Mitsuda ; D. P. = desvio padrão)
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T A B E L A 3

Resultados da análise de regressão múltipla aplicada aos dados da tabela 1. O percentual de transfor-
mação blástica foi considerado como a variável dependente.

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

Na tabela 2 é fácil constatar que, em
elação a todas as características quan-
itativas examinadas, as médias apre-
entadas pelos indivíduos com reação de
itsuda totalmente negativa não diferi-

am significativamente daquelas verifi-
adas nos indivíduos com reação de Mit-
uda fortemente positiva. Os resultados
essa tabela indicam, portanto, que,
em a transformação blástica dos

infócitos, nem os níveis de globulinas
éricas observados nos indivíduos sadios
ependem da reação de Mitsuda, ou
eja, de sua capacidade de responder à
noculação intradérmica de lepromina.

Os resultados apresentados na tabela
mostram, por sua vez, que a taxa de

ransformação blástica induzida pela fi-
ohemaglutinina em linfócitos de indi-
íduos normais não depende de seus ní-
eis de globulinas séricas, visto que ne-
hum dos coeficientes de regressão ali
xpostos difere significativamente de
ero. Por outro lado, somando os níveis
as globulinas não gama apresentados
a tabela 1 e calculando o coeficiente de
orrelação entre esses valores e os per-
entuais de transformação blástica, po-
e-se constatar que também não existe
orrelação significativa entre essas va-
iáveis (r = --0,14 ; t = 0,721 ; G.L. =
6; 0,40 < P < 0,50).

Em face desses resultados, como ex-
plicar, então, a correlação negativa sig-
nificativa entre a taxa de transforma-
ção blástica dos linfócitos e os níveis de
globulina não gama observada por Bei-
guelman et al. (1975) em pacientes le-
promatosos, mormente quando se sabe
que, nesses doentes, apenas os níveis de
globulinas gama é que estão bastante
aumentados, ocorrendo o oposto com as
globulinas não gama?

A hipótese mais plausível que se pode
aventar para explicar esses achados é
aquela que considera que os doentes le-
promatosos, apesar de mostrarem níveis
baixos de globulinas não gama, devem
produzir maior quantidade das frações
que têm poder inibitório sobre a trans-
formação dos linfócitos induzida pela
fitohemaglutinina. Tal hipótese encontra
apoio nas observações de Cooperband
et al. (1968) porque, de acordo com
esses autores, nem todas as preparações
de globulinas alfa por eles isoladas apre-
sentavam a mesma capacidade inibitória
sobre a transformação blástica induzida
pela fitohemaglutinina e, aquela que
mostrava maior poder, continha uma
globulina alfa, e duas alfa2. Passa, pois,
a ser premente, agora, a investigação
dessa hipótese em pacientes lepromato-
sos, tendo em vista as importantes im-
plicações teóricas e práticas relaciona-
das ao problema em questão.
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SUMMARY

The rate of lymphocyte transformation brought about by phytohemagglutinin as
well as the serum globulins levels were investigated among healthy Brazilian caucasoid
soldiers exhibiting either a strongly positive or a completely negative late lepromin reaction
(Mitsuda reaction). None of them were contacts of leprosy patients.

It is concluded that among healthy individuals non contacts of leprosy patients
neither the lymphocyte transformation stimulated by phytohemagglutinin, nor the serum
globulins levels depend upon the Mitsuda reaction.

The significant negative correlation between the level of non gama globulins and
the rate phytohemagglutinin induced lymphocyte transformation, which is found among lepro-
matous patients, could not be observed among the healthy individuals who were examined.

ey words: Lymphocyte. Phytohemagglutinin. Mitsuda's reaction. Serum globulins.
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