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RESUMO: A capacidade fagocítica in vitro dos macrófagos humanos
frente ao M. leprae foi analisada em uma amostra selecionada de indivíduos
sadios e hansenianos (virchowianos e tuberculóides). Foram estudadas 176
pessoas caucasóides, pertencentes a famílias em que pelo menos um dos
cônjuges era hanseniano. A análise do comportamento dos macrófagos foi
realizada através de leituras das lâminas no 5.° 10º, 15º, 20.° e 30.° dias após a
inoculação do M. leprae. Os resultados mostraram uma alta variabilidade.
Discute-se a classificação adotada e conclui-se que: (a) os indivíduos se
distribuem ao longo de uma escala de valores no concernente à capacidade de
lise dos seus macrófagos em relação ao M. Ieprae fagocitado; (b) os resultados
obtidos dão suporte à "teoria do limiar de lise" de Beiguelman.
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1 INTRODUÇÃO

A capacidade fagocítica in vitro de
macrófagos humanos frente ao M.
leprae foi descrita pela primeira vez
por Benewolenskaja11. Mais tarde,
Hanks16,17,10 trabalhou com culturas
de tecidos de doentes e demonstrou
haver degeneração dos macrófagos e
acúmulo dos bacilos nas massas necró-
ticas. Beiguelman2,9 observou que os
macrófagos dos hansenianos fagocita-
vam in vitro os bacilos do M. leprae e
se comportavam de modo diferente
conforme proviessem de indivíduos
com hanseníase virchowiana ou tuber-
culóide. Nos primeiros, os bacilos se
mantinham aparentemente intactos
mesmo após três semanas de incuba-
ção, enquanto nos últimos observava-se

lise bacilar, revelada pela presença de
bacilos fragmentados, restos bacilares
e coloração tênue. Conforme a capa-
cidade dos macrófagos em digerir o
M. leprae, os indivíduos foram classi-
ficados em não-lisadores e em lisado-
res3,4,10. Tanto os lisadores quanto
os não-lisadores incluiriam indivíduos
cujos macrófagos exibem diferentes
graus de capacidade de lise do M.
leprae ("teoria do limiar de lise" de
Beiguelman)6,7,8.

Delville13, estudando o comporta-
mento in vitro dos macrófagos huma-
nos frente ao M. leprae, em não-comu-
nicantes de hansenianos, observou que
em todas as culturas havia sinais de
digestão bacilar, mas havia marcantes
diferenças quantitativas, bem como
diferenças no tempo gasto para a

(*) Departamento de Genética, Universidade Estadual Paulista, 18600 Botucatu, SP.

Hansen. Int., 8(2):81-90, 1983



82 FREIRE MALA, D.V. Comportamento in vitro frente ao Mycobacterium leprae dos macrófagos de

pessoas sadias e de pacientes com hanseníase

digestão. Esse autor sugeriu haver um
mecanismo enzimático de digestão ce-
lular que é liberado por um fenômeno
de limiar. Convit et al. 12 observaram
que pacientes virchowianos inoculados
com M. leprae possuíam bacilos ínte-
gros até 120 dias e que alguns, após
90 a 120 dias, destruíam os bacilos.

Procuramos no presente trabalho
observar o comportamento in vitro dos
macrófagos humanos frente ao M.
leprae. Para tanto, analisamos indiví-
duos sadios e hansenianos (virchowia-
nos e tuberculóides).

2 MATERIAL E MÉTODOS

Estudamos 176 pessoas caucasóides
pertencentes a famílias nas quais pelo
menos um dos cônjuges era hanseniano
(propósito). As famílias foram averi-
guadas nos Dispensários de Dermato-
logia de Campinas e de Botucatu, SP
(Tabela 1).

Em um tubo contendo 1 ml de citrato
de sódio a 4%, foram colocados 10 ml
de sangue periférico. Após a centrifu-
gação do sangue durante 20 minutos
a 1500 rpm, o plasma foi retirado e
foram colocadas duas gotas de cloreto
de cálcio a 4% para a formação de
coágulo. Os coágulos foram lavados
com solução fisiológica de Hanks e cor-
tados em pequenos fragmentos antes de
serem novamente lavados com essa
solução. Esses fragmentos foram colo-
cados sobre uma lamínula num tubo de
Leighton e cobertos com meio de cultu-
ra (40% de soro de vitelo inativado e
60% de solução fisiológica de Hanks,
além de 100 UI/ml de penicilina e 100
"g ml de estreptomicina). Após 5 dias
procedeu-se à inoculação de 0,05 ml de
uma suspensão de bacilos, diluída 4
vezes a partir de uma suspensão-mãe
contendo aproximadamente 35 x 106

bacilos por ml, preparada a partir de
lepromas obtidos no Hospital "Lauro de
Souza Lima" de Bauru (SP). Os
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lepromas foram autoclavados por 30
minutos a 1,5 atmosfera de pressão,
triturados num gral com solução fisio-
lógica de Hanks, filtrados em gaze e
conservados em geladeira até o momen-
to de inoculação. A contagem de baci-
los foi feita pela técnica descrita por
Hanks et al. 20 e Hanks 18

O meio de cultura foi trocado a
cada 4 dias até o final da cultura.
Com 5, 10, 15, 20 e 30 dias após a
inoculação, uma lamínula com o
material de cada cultura foi fixada em
metanol, por 5 minutos, procedendo-se
à coloração dos bacilos pela fucsina
fenicada, fazendo- -se coloração de
fundo com o azul de metileno de
Kühne.

As leituras das lâminas foram feitas
procurando-se observar as caracterís-
ticas discriminadas a seguir, cada uma
das quais foi classificada segundo três
alternativas (ausentes, raros e nume-
rosos, com exceção da vacuolização do
citoplasma, em que as alternativas
eram ausente, discreta, moderada e
intensa) : macrófagos aglomerados; gi-
gantócitos tipo corpo estranho (sincí-
cio). gigantócitos tipo Langhans;
células "epitelióides"; macrófagos em
degeneração ; núcleos picnóticos isola-
dos; vacuolização do citoplasma; baci-
los íntegros intracelulares; fragmentos
bacilares; imagem negativa de bacilos;
bacilos e/ou fragmentos em massas
necróticas.

Foram consideradas células "epite-
lióides" as que apresentaram citoplas-
ma finamente granuloso ou homogêneo,
com limites celulares perfeitamente
definidos e núcleo de tamanho médio
a pequeno ; gigantócito célula multinu-
cleada, tipo corpo estranho com nume-
rosos núcleos no centro da célula e que
pode ou não fagocitar ; gigantócito tipo
Langhans, célula multinucleada cujos
núcleos se dispõem na periferia celu-
lar e macrófago, célula que possui a
capacidade de fagocitar com citoplas-
ma finamente ou intensamente vacuo-
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lizado com limites celulares não bem
definidos e núcleo grande com nucléo-
lo. Massas necróticas são restos celu-
lares com ou sem núcleo picnótico.

As lâminas foram lidas e classifica-
das em teste cego por duas pessoas
distintas, adotando-se os seguintes cri-
térios para a classificação das reações
dos macrófagos em presença do M.
leprae:

a) Reação negativa (não-lisador)
— Numerosos bacilos íntegros intra-
celulares e ausência de sinais de lise
no interior das células, ausência de
células "epitelióides" e de gigantócitos,
principalmente do tipo Langhans e
presença de numerosas massas necró-
ticas com ou sem bacilos íntegros.

b) Reação fracamente positiva (in-
termediário) — Raros bacilos íntegros
intracelulares e raros sinais de lise no
interior das células. As células epite-
lióides, na maioria das vezes, estão
ausentes. Os gigantócitos podem estar
presentes, sendo mais numerosos no

15.° dia e tornando-se raros no 30.°
dia. Ausência de gigantócitos do tipo
Langhans e raras massas necróticas.

c ) Reação pos i t i va ( l i sador ) —
Ausência de bacilos íntegros intrace-
lulares e numerosos sinais de lise no
interior das células; presença de célu-
las "epitelióides", aumentando o nú-
mero a partir do 20.° dia; gigantócitos
aumentando de freqüência do 15.° ao
30.° dia; presença dos gigantócitos do
tipo Langhans em 50% dos casos; ma-
crófagos praticamente ausentes a par-
tir do 20.° dia e ausência de massas
necróticas.

3 RESULTADOS

No total, foram analisadas 176 pes-
soas caucasóides, sendo 60 pais e 116
filhos (Tabela 1). Uma mulher com
hanseníase virchowiana, que poderia
ter sido incluída em qualquer das sub-
amostras (pais ou filhos), constou
apenas da sub-amostra de pais.

TABELA 1 — Distribuição das famílias estudadas, de acordo com o tipo de casal e o sexo dos filhos
examinados.

CASAIS *
NÚMERO DE FILHOS EXAMINADOS

Marido Mulher N.° Masc. Fem. Total

V x V 11 20 8 28

V x S 9 21 15 36
S x V 5 5 8 13
V x T 3 7 10 17
T x V 3 3 6
T x S 4 3 5 8
S x T 2 6 2 8

TOTAL 35 65 51 116

* V = Virchowiano; T = Tuberculóide; S = Sadio.
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Dos 60 pais, 33,3% eram sadios,
15,0% apresentavam hanseníase tuber-
culóide e 51,7% manifestavam hanse-
niase virchowiana. Entre os 116 filhos,
95,7% eram sadios, 1,7% apresenta-
vam hanseníase tuberculóide, 0,86%
eram virchowianos e 1,7% manifesta-
vam hanseníase indeterminada. A alta
freqüência de doentes entre os pais é
explicada, como já foi dito, pelo fato
de eles terem sido selecionados pela
ocorrência de pelo menos um dos côn-
juges com hanseníase.

Em média, os cônjuges tinham 29,
71 ± 2,13 anos de coabitação e a ida-
de média dos cônjuges vivos era de
54,45 ± 2,27 anos para os do sexo
masculino e 49,90 ± 2,19 para os do
sexo feminino. Em relação aos filhos,
a idade média mostrou um valor de
26,51 ± 1,11.

A investigação da consangüinidade
entre os cônjuges permitiu a detecção
de dois casais consangüíneos. Um era
de primos em 2.° grau (F = 1/32) e
outro de primos em 3.° grau (F =
1/64). Essa taxa de consangüinidade
foi percentualmente maior do que a
observada por Beiguelman entre os
genitores de 1479 doentes de hansenia-
se. Embora as amostras não sejam ne-
cessariamente comparáveis, a diferen-
ça provavelmente deve decorrer de
flutuações de amostragem.

Os resultados obtidos na análise do
comportamento dos macrófagos, atra-
vés de leituras das lâminas no 5.º, 10.º,
15.°, 20.° e 30.° dias após a inoculação
do M. leprae, encontram-se em
Freire-Maia14. Os resultados finais
sobre a capacidade de use dos
macrófagos face ao M. leprae
encontram-se nos heredo-gramas
estudados pela mesma autora, que
poderá enviar aos interessados
cópias dos resultados obtidos.

Dentre os 20 pais sadios, houve 2
nos quais as culturas não se diferen-
ciaram (nd), 5 cujas culturas degene-
raram (dg) e 3 cujas culturas não
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passaram de 15 dias. Entre os que fo-
ram analisados, 4 mostraram-se não-
lisadores (n) ; 4 intermediários (i) ; e
2 lisadores (1) . Entre os 9 pais
tuberculóides, 4 comportaram-se como
não-lisadores e 4 como intermediários ;
em um caso a cultura não passou de
15 dias. Entre as culturas dos 31 pais
virchowianos, 2 não se diferenciaram,
5 degeneraram e 1 não passou de 15
dias. Entre os 23 pais analisados,
82,6% comportaram-se como não-lisa-
dores e 17,4% como intermediários.

Quanto às culturas dos 111 filhos
sadios, em um caso a cultura não se
diferenciou, em 21 ocorreu degenera-
ção e em 11 as culturas não passaram
de 15 dias. Entre as 78 culturas que
foram analisadas, 46,2% se comporta-
ram como não-lisadores, 39,7% como
intermediários e 14,1% como lisadores.
Dos 2 filhos tuberculóides, um se com-
portou como intermediário, enquanto a
cultura do outro degenerou. A cultura
do filho virchowiano não ultrapassou
15 dias. Dentre os 2 filhos indetermi-
nados, um se comportou como não-lisa-
dor, enquanto a cultura do outro dege-
nerou.

Analisando-se os cônjuges sadios e
tuberculóides, as freqüências de pais e
mães não-lisadores (respectivamente,
3/6 e 5/12) não sugerem a existência
de diferença sexual. Considerando-se
os tamanhos das sub-amostras, a aná-
lise da proporção sexual pode ser feita
entre os 15 pais e 8 mães virchowianos
(80,0% e 87,5% de não-lisadores, res-
pectivamente) e entre os 26 filhos e
25 filhas sadios (respectivamente,
38,5% e 36,0% de não-lisadores), ne-
nhuma dessas diferenças tendo se re-
velado significativa (X2 = 0,20; g.1.
1; 0,90 < p < 0,95; X2 = 0,03; g.1.
1; 0,70 < p < 0,80). Desta forma,
podem ser agrupados os dados dos dois
sexos.

Comparando-se a freqüência de não-
lisadores no total de sadios (40/88 =
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45,5%), nos tuberculóides (4/9=
44,4%) e nos virchowianos (12/23 =
82,6%), verifica-se a existência de
uma alta heterogeneidade (X2 = 10,33;
g.1. = 2; p < 0,01).

A freqüência de não-lisadores entre
os pais virchowianos (19/23 = 82,6%)
não se mostrou estatisticamente dife-
rente da freqüência encontrada entre
os pais tuberculóides (4/9) mas reve-
lou-se significativamente maior do que
a freqüência entre os pais sadios
(4/10) (X2 = 1,82; g.1. = 1; 0,10 <
p < 0,20 e X2 = 4,13; g.1. = 1; 0,02
< p < 0,05, respectivamente). A fre-
qüência de não-lisadores entre os filhos
sadios (36/78 = 46,2%) não se mos-
trou estatisticamente diferente da fre-
qüência entre os pais sadios (4/10) e
entre os pais tuberculóides (4/9) (X2

= 0,15; g.1. p = 0,70 e X 2 = 0,05;
g.1. = 1; 0,80 < p < 0,90, respectiva-
mente), mas mostrou-se significativa-
mente menor que a freqüência encon-
trada entre os pais virchowianos
(19/23=82,6%;X2=9,53;g.1.=1;
p < 0,01).

4 DISCUSSÃO

Relativamente à capacidade de lise
dos macrófagos frente ao M. leprae
fagocitado, os resultados deste traba-
lho mostram que os indivíduos sadios
analisados (comunicantes) se distri-
buíram nas 3 classes (não-lisadores,
intermediários e lisadores), com fre-
qüências relativamente baixas de lisa-
dores. Por outro lado, tanto os tuber-
culóides quanto os lepromatosos com-
portaram-se como intermediários ou
não-lisadores, com uma freqüência
muito alta de não-lisadores entre os
virchowianos.

O fato de quatro virchowianos terem
se comportado como intermediários (e,
portanto, como lisadores fracos) deve
decorrer, muito provavelmente, do fato
de terem sofrido um surto reacional.
É digno de nota que todos os quatro
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que mostraram sinais fracos de lise
estavam em fase de regressão da rea-
ção.

Quanto aos tuberculóides, os resul-
tados estão aparentemente de acordo
com os encontrados por Bechelli et Al 1,
nos quais há 66,7% (4/21) de positi-
vidade clínica da reação de Mitsuda
entre os que apresentaram negativi-
dade histológica. Já os resultados de
Pisani et al.21 mostraram que todos os
tuberculóides analisados eram lisado-
res. Isto pode ser explicado pelo fato
de a amostra estudada por esses auto-
res ser constituída, na maioria, por
indivíduos com Mitsuda fortemente
positivo (++ e +++). A amostra aqui
apresentada era constituída, na
maioria, por indivíduos Mitsuda nega-
tivos ou fracamente positivos. Além
disso, dois indivíduos haviam passado
da forma indeterminada para a tuber-
culóide, e um dos pacientes exibia a
forma tuberculóide reacional.

Outro ponto importante a ser dis-
cutido refere-se à classificação ado-
tada, a qual não apresenta limites
rígidos e bem delimitados. Procurou-
se usar um número relativamente pe-
queno de classes (3), isolando-se os
grupos extremos (lisador e não-lisa-
dor). Isso não significa que esses gru-
pos sejam homogêneos quanto à capa-
cidade de lise. O critério de classifi-
cação adotado, sendo prático, é mais
qualitativo do que quantitativo.

Observa-se ainda que, dentro de
cada classe, existem indivíduos cujos
macrófagos possuem diferentes capa-
cidades de lise. Há, por exemplo, indi-
víduos intermediários que se aproxi-
mam mais dos lisadores (il) enquanto
outros se assemelham mais aos não-
lisadores (ni) ; além disso, há outros
que não mostram tendência para ne-
nhum dos dois extremos (ii). Em
outras palavras, entre os indivíduos
considerados intermediários (i) veri-
ficam-se casos mostrando poucos sinais
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de lise (ni), outros cujos sinais de lise
são mais intensos (il) e ainda os que
mostram resposta tipicamente interme-
diária (ii). Uma reclassificação da
classe intermediária (i) implicaria na
adoção de um critério mais rígido tam-
bém para as classes extremas (n e 1).
Com isso, alguns dos indivíduos incluí-
dos nessas últimas classes passariam,
respectivamente, para as novas classes
(ni e il).

Usando-se essa nova classificação,
pode-se verificar (Figura) que os
virchowianos se concentram nos baixos
níveis de lise (a maioria não apresen-
tando lise alguma), enquanto os tuber-
culóides sugerem uma distribuição em
que há relativamente maior intensi-
dade de lise. Os pais sadios se distri-
buem ao longo de toda a escala, suge-
rindo uma bimodalidade de reações.

Em vista dos pequenos tamanhos das
subamostras, esses resultados devem
ser aceitos com as devidas cautelas e
ressalvas. No entanto, eles servem
para mostrar, sem qualquer sombra de
dúvida, que não há apenas duas classes
bem distintas e delimitadas de lisado-
res e não-lisadores. Pelo contrário, os
indivíduos se distribuem ao longo de
uma escala de valores, no concernente
à capacidade de lise de seus macrófa-
gos em relação ao M. leprae fagocitado.

A distribuição dos filhos sadios (Fi-
gura) , que constituem uma subamos-
tra bem maior, vem ao encontro
daquela afirmação. Nessas condições,
os indivíduos sadios seriam constituí-
dos por duas frações, em cada uma das
quais haveria variabilidade na intensi-
dade de lise: os lisadores fracos (tendo
em um dos seus extremos os não-lisa-
dores) e os lisadores fortes (entre os
quais os lisadores propriamente ditos
representariam o grau máximo de lise).

A favor dessa conclusão existem os
resultados de Delville13 ,o qual, ino-
culando bacilos vivos de M. leprae, em
cultura de macrófagos de indivíduos
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sadios não-comunicantes, observou em
todas as culturas aspectos de digestão
bacilar. Observou ainda marcantes di-
ferenças quantitativas e diferenças no
tempo gasto para a digestão. Comen-
tou ainda que, no caso de se trabalhar
com bacilos mortos, o comportamento
é semelhante, mas o bacilo é mais len-
tamente digerido. Em seu trabalho,
Delville13 não procurou classificar os
indivíduos segundo a capacidade de lise
dos macrófagos e, portanto, não apre-
sentou freqüências, nem distribuição.

Os achados de Pisani et al.21 em cul-
turas de indivíduos sadios, comunican-
tes e não-comunicantes, também de-
monstraram a existência de diferentes
graus de capacidade de lise dos macró-
fagos em relação ao M. leprae fago-
citado.

Os resultados apresentados no pre-
sente trabalho vêm dar suporte à "teo-
ria do limiar de lise" proporta por
Beiguelman 6,7,8

.De acordo com essa
teoria, tanto os lisadores como os não-
lisadores incluiriam indivíduos com
diferentes graus de capacidade de lise
(limiares lisogênicos). Pode-se ver,
pelo que foi discutido, que realmente
há indivíduos com diferentes graus de
lise, de tal forma que se poderia ter
uma continuidade da curva de inten-
sidade de lise.

De acordo com Beiguelman 6,8
, ,os

limiares lisogênicos variariam de acor-
do com a idade. Em recém-nascidos, a
capacidade de lise seria muito baixa ou
inexistente, podendo no entanto alguns
indivíduos apresentarem capacidade
lisogênica ao M. leprae mesmo em
tenra infância. Alguns indivíduos que
não possuíssem capacidade de lise ao
nascimento manteriam essa condição
por toda a vida (não-lisadores), en-
quanto outros (lisadores) adquiririam-
ou acentuariam essa capacidade, ou
seja, em alguns indivíduos o caráter
lisador seria congênito, enquanto em
outros seria induzido.
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Além disso, o fato de que entre os
virchowianos se tenham encontrado
muitos não-lisadores e poucos com algu-
ma intensidade de lise, e que os tuber-
culóides tenham sempre mostrado si-
nais de lise (embora de intensidade
variável nos diferentes indivíduos)
também fala a favor da explicação
dada por Beiguelman6,8. Esse autor
sugeriu que, entre os virchowianos, a
maioria seria não-lisador, mas que
entre eles poderiam ser incluídos
alguns com alguma capacidade de lise.
Situação oposta ocorreria entre os tu-
berculóides, os quais, em fases reacio-
nais, poderiam incluir não-lisadores.

A classificação das formas clínicas
da hanseníase proposta por Ridley &
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dal et al 15, baseados na classificação
de Ridley-Jopling, pode-se notar uma
certa semelhança (Tabela 2), princi-
palmente quando se consideram os 5
graus de capacidade de lise (ll, li, ii,
ni, nn), como se observa na Figura.
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ABSTRACT — The in vitro phagocytic capacity of human macrophages
facing M. leprae was analysed in a selected sample of healthy and hanseniasis
patients (Vircho-wian and tuberculoid) individuals. Families where at least one of the
spouses presented Hansen's disease were selected and 176 white people were studied.
The analysis of the macrophages' behavior was performed by reading the slides in
the 5th, 10th, 15th, 20th and 30th days after inoculation of M. leprae. The
classification is discussed. The results showed a high variability. The main
conclusions reached are: (a) people differ in their capacity to lyse M. leprae, as
measured by their macrophages' behavior in vitro; (b) the results obtained give
support to Beiguelman's theory of the lysis threshold.

Key words: Hanseniasis. Macrophage. Mycobacterium leprae.
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