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RESUMO: Foi estudada a reatividade tuberculinica e a resposta imu-
nolégica celular e humoral “in vitro”, em 50 doentes de ambos os sexos, de 20
a 80 anos de idade, com tuberculose pulmonar ativa, internados no Parque
Hospitalar do Mandaqui da Secretaria de Estado da Saude, Sdo Paulo (Brasil),
no periodo de maio a agostc de 1980. Para o estudo da reatividade tuber-
culinica foi utilizado o PPD, Rt-23, 2 UT, tendo havido 14,09 de néo-rea-
tores, 12,09, de reatores fracos e 74,09, de reatores fortes. O estudo da
imunidade celular e humoral “in vitro” foi realizado pela quantificacdo de
linfécitos T e B, transformacédo blastica de linfécitos, liberagcio do fator
inibidor da migracio de leucécitos (LIF) e reacdo de hemaglutinacio pas-
siva. Os resultados mostraram a validade do célculo do numerc absoluto
dos linfécitos T e B. A cultura de linfécitos e a técnica do LIF, foram capa-
zes de detectar a sensibilizacdo dos linfécitos ao PPD, mesmo nos doentes
ndo reatores, e a reagdo de hemaglutinacdo passiva revelou a presenca de
anticorpos especificos na populagdo estudada em titulos superiores aos en-
contrados em pessoas normais, independentemente da reatividade tubercu-
linica.

UNITERMOS: Tuberculose pulmonar. Teste tuberculinico.

INTRODUCAO

primeiros trabalhos experimentais monstrando que animais de laboratério

sobre a resposta imune do organismo primo-infectados apresentam protecdo contra
infectado pelo Mycobacterium tuberculosis novas inoculagdes do bacilo, sendo essa
foram feitos por Robert Koch em 1891, de- reacdo conhecida como fendmeno de Koch.
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Paralelamente a esse estudo, Robert Koch
obteve a tuberculina bruta, de triturados
bacilares, substancia que julgou pudesse ser
utilizada no tratamento da doenga. Embora
o seu valor terapéutico nio tenha sido
confirmado, ficou evidente a possibilidade
de sua utilizacdo para o diagnéstico da
infeccdo, indicativa da presenga do bacilo
no organismo do hospedeiro, independente-
mente de ser ou nio doente.

Os trabalhos de Von Pirquet, em 1908,
permitiram evidenciar que animais de labo-
ratério inoculados com proteinas estranhas
ou certos microorganismos apresentam
reacles diferentes quando inoculados nova-
mente com o mesmo antigeno.

Com o desenvolvimento dos recursos ope-
racionais, a aplicacdo do teste tuberculinico
por escarificacdo cutidnea de Von Pirquet,
utilizando a tuberculina bruta de Koch em
diferentes dilui¢Ges, possibilitou os primeiros
estudos, em larga escala, sobre o levanta-
mento da hipersensibilidade tuberculinica em
diferentes paises.

Ja na década de 50, a utilizagdo de um
derivado protéico purificado do M. tuber-
culosis (PPD, Rt-23), aplicado segundo a
técnica de Mantoux, possibilitou a homogei-
nizacdo e a quantificacdo do teste tuber-
culinico. A mesma substdncia é aplicada
em doses quantificadas, em diferentes
regides, permitindo a comparacdo de dados
e o estudo da variagdo das respostas cuti-
neas para a mesma dose do antigeno em-
pregado.

Contudo, as reaces de hipersensibilidade
e de imunidade, presentes no fendmeno de
Koch e nos trabalhos iniciais de Von Pirquet,
ndo ficaram claramente definidas durante
muito tempo. A opinido geral era de que
os dois fendmenos seriam causados por
mecanismos diferentes, relacionados a pre-
senga de bacilos vivos no organismo.

Estudando a relacdo entre esses fenod-
menos, Rich =+ (1946) mostrou ndo haver
diminuicdo da imunidade quando realiza a
dessensibilizacdo  tuberculinica de orga-

nismos infectados, utilizando doses cres-
centes da propria tuberculina diluida, a ponto
de nao haver reagdo cutinea quando apli-
cada em dose normal.

Mais recentemente, Mackaness 1+ (1968)
defendeu a hipétese de que a hipersensibi-
lidade tuberculinica seria a manifestacio da
imunidade. Esta hipétese € baseada na
observacdo de que os dois fendmenos co-
existem no animal apds a vacinagdo com
BCG, que nos animais vacinados ha uma
relagdo entre o grau de hipersensibilidade
¢ o de imunidade, que ambos os fenémenos
sdo reativados pela revacinagdo e ambos
podem ser transferidos, de um animal para
outro, pela transfusdo de linfocitos esplé-
nicos, mas nao pela de soro de animais
vacinados.

Em relagido a tuberculose humana, encon-
tram-se doentes com lesdes graves e hiper-
sensibilidade tuberculinica baixa ou ausente,
e outros, com lesdes discretas e hipersensi-
bilidade elevada. Idéntica variacdo de res-
posta ao teste tuberculinico observa-se na
tuberculose-infeccdo. Em ambas as situagdes
a hipersensibilidade tuberculinica pode re-
velar variagdes da resposta imune :do liospe-
deiro, com lesdes especificas em fases dife-
rentes de evolucdo, a presenca de antigeno.

Os estudos de Youmans e Youmans 3536
(1969) vieram mostrar que embora resul-
tantes da presenca de bacilos vidveis no
organismo do hospedeiro, os dois fendmenos
se manifestam como respostas independentes,
dadas por fracdes diferentes do proprio
bacilo. A fracdo imunogénica, isolada do
conteudo ribossémico intracelular, do bacilo,
¢ de natureza labil e capaz de desenvolver
imunidade sem hipersensibilidade. Outra
fracdo, isolada da membrana celular, ¢
fracamente imunogénica e fortemente hiper-
sensibilizante,. O conteido da membrana
celular contém ainda, o fator corda, agente
responsavel pela reagdo granulomatosa,
evidenciada quando micobactérias vidveis ou
uma suspensdo contendo membrana celular
sdo injetadas no animal de experimenta¢do.
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Este problema ndo € de interesse apenas
tedrico, mas também pratico. Uma das
maiores objecdes para a vacinagdo indis-
criminada com BCG intradérmico, € a de que
ela ndo produz apenas prote¢do contra a
tuberculose, mas desenvolve concomitante-
mente a hipersensibilidade tuberculinica,
dificultando a utilizagdo do teste de Mantoux
para o diagnéstico da infecgdo especifica.

O desenvolvimento dos conhecimentos
cientificos e o aprimoramento das técnicas
de laboratoério nos ultimos anos, tem possibi-
litado a realizacdo de pesquisas em novas
areas de experimentagdo, visando detectar
“in vitro” as peculiaridades da resposta
imune do hospedeiro & presenca do agente
infeccioso.

Por ser o bacilo de Koch um parasita
intracelular facultativo e a infec¢do por ele
causada estar intimamente associada a
hipersensibilidade tardia, a tuberculose ¢
considerada como protdtipo de doen¢a de
imunidade mediada por células, no homem.

Os linfocitos T (timo dependentes), cé-
lulas imunologicamente competentes que em
sua interagdo com o antigeno transformam-
-se em ceélulas blasticas pironinofilicas, pro-
duzem substincias de baixo peso molecular,
as linfocinas, ativas sobre os macrofagos,
agentes inespecificos da imunidade.

Contudo, o conceito de imunidade na
tuberculose envolve também a presenca de
linfécitos B (timo independentes), que dao
origem aos plasmocitos (células formadoras
de anticorpos), responsaveis pela imunidade
humoral.

Esses dois tipos de resposta imune,
celular e humoral, podem existir simulta-
neamente na tuberculose. Embora a imuni-
dade mediada por células esteja presente na
maioria dos fendmenos de interacio bacilo-
-hospedeiro, a imunidade humoral também
participa de maneira menos ativa.

No presente trabalho foram pesquisadas
as respostas imunes, celular e humoral “in
vitro”, e a reatividade tuberculinica ao PPD,
Rt-23, 2UT, em doentes com tuberculose
pulmonar ativa visando oferecer subsidios
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para o conhecimento da evolugdo da tuber-
culose no homem.

MATERIAL:. E METODOS

No periodo de maio a agosto de 1980
foram feitos estudos da reatividade tuber-
culinica e da resposta imunnlégica celular
e humoral “in vitro”, em 50 doentes com
tuberculose pulmonar bacilifera, idades de
20 a 80 anos, sendo 11 do sexo feminino
e 39 do sexo masculino, internados no Par-
que Hospitalar do Mandaqui da Secretaria
de Estado da Satde de Sio Paulo.

A reatividade tuberculinica foi realizada
pelo teste de pele de hipersensibilidade

tardia com PPD, Rt-23, 2 UT, segundo
técnica  padronizada  pela  Organizacéo
Mundial de Saude, feito anteriormente a

colheita de sangue paraos testes imuno-
l6gicos. Foram considerados reatores fortes
08 que apresentaram 10 e mais mm de
enduracdo, reatores fracos de 5 a 9mm e
ndo reatores os que tiveram até 4 mm de
enduracao.

De cada doente foram .retirados 30 ml de
sangue venoso: 25ml com adi¢do de 10
unidades de heparina/ml e 5ml sem anti-
coagulante. O sangue heparinizado foi
utilizado para a contagem de leucdcitos
totais, contagem especifica de leucécitos,
contagem de linfécitos T e B, transformacao
blastica dos linfécitos e pesquisa do fator
inibidor da migracdo de leucécitos (LIF).
Do sangue sem anticoagulante foi utilizado
0 soro para a pesquisa de anticorpos pela
reacdo de hemaglutinacdo passiva (HAP).
Serviram de controle, 50 pessoas normais,
adultos doadores do Banco de Sangue no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Me-
dicina da USP, que foram avaliados quanto
ao numero de leucécitos totais, contagem
especifica de leucocitos e ~ontagem de lin-
facitos T e B.

Outro grupo, compreendendo 300 pessoas
normais, estudantes, idades variando entre
14 e 20 anos, serviram como controle na
padronizacdo da técnica HAP.

A contagem de leucdcitos totais foi feita
em hemocitometro e o resultado expresso em
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leucdcitos por mm # de sangue e a contagem
especifica feita pelo esfregago corado com
Leishman, Segundo o grupo controle foram
considerados normais os valores compreen-
didos entre 4.500 e 8.400 leucdcitos por
mm3 e 950 e 2.300 linfécitos por mm 3 de
sangue.

Para a contagem de linfécitos T ¢ B foi
usada a técnica da roseta conjunta E-Zy-C’
baseada nas descri¢bes de Kajdacsy-Balla e
Mendes 11 (1976) e Campbell e col.s (1974)
com algumas adaptacSes para as condigGes
do laboratdério. A separacdo dos linfécitos
foi feita segundo o método descrito por
BOyum ¢ (1968) usando sangue heparinizado
submetido a gradiente de densidade com
Ficoll — Hypaque, densidade 1.076. A nuvem
de mononucleares obtida foi lavada em so-
lugdo salina tamponada de Hanks e ajustada
a uma concentracdo de 3.106 células por
ml e a eles adicionados: a) hemdcias de
carneiro; b) complexo ativado zymosan-
-complemento, usando zymosan produzido
no Laboratdério de Imunologia do Institutn
Adolfo Lutz segundo Pillemer e col.22 (1956)
e soro de camundongo como fonte de com-
plemento. A leitura foi feita apds incubagio
por 18 h a 4°C, pela contagem de 100 cé-
lulas e considerando linfécitos T aqueles que
apresentaram 3 ou mais hemdcias de car-
neiro aderidas a sua superficie, e linfcitos B
aqueles que apresentaram 3 ou mais parti-
culas de zymosan aderidas. Os valores finais,
expressos em percentagem, foram resultantes
da média de trés contagens de cada pre-
paracdo. Os valores absolutos de linfécitos
T e B foram obtidos em funcido do niumero
de leucécitos totais e nimero absoluto de
linfécitos de cada uma das pessoas estu-
dadas.

Foram considerados valores normais para
linfécitos T aqueles compreendidos entre
52 e 76% e 500 e 1.400 linfécitos por mm 3
e para linfécitos B os compreendidos entre
10 e 18% e 85 e 346 por mm 3 de sangue.

Para o estudo da transformagdo blastica
dos linfécitos, foram obtidos linfécitos por
separagdo em gradiente de densidade de

Ficoll-Hypaque e acertados para uma con-
centracdo de 1.108 células por ml de meio
TC 199 suplementado com 10% de soro AB
humano, inativado a 56°C por 30 min. As
células foram cultivadas em duplicatas, com
ou sem adicdo de 100 pg/ml de PPD, por
8 dias a 37°C em atmosfera de 5% de CO,.
Apdés 72h de incubagdo, foi adicionada
3 H-Thymidine numa concentracéo final de
I uC/ml de meio. No oitavo dia, a reagio
foi interrompida pela centrifugacdo e pos-
terior adi¢do de 4cido tricloroacético a 5%,
por 18 h a 4°C. Apds nova centrifugacéo,
o residuo marcado foi lavado em metanol,
seco em estufa 37°C e solubilizado em pro-
tosol por 2h a 45°C. Os tubos com material
marcado e solubilizado foram lavados com
a adi¢io de 10ml de liquido de cintilagdo
e o contetido transferido para frascos de
contagem de um espectrofotometro de cinti-
lagdo liquida.

A relacdio de transformacgido dos linfécitos
(RTL) foi calculada pelas contagens por
minuto (cpm), na presenca e auséncia de
antigeno (Ag).

cpm da cultura na presenca do Ag

RTL =
cpm da cultura na auséncia do Ag

Foram considerados que os pacientes apre-
sentam linfécitos sensibilizados ao PPD,
quando estes, em cultura, respondem trans-
formando-se em células pironinofilicas, in-
corporando # H-Thymidine em seus DNA e
dando RTL maior que 1,5.

O fator inibidor da migragdo dos leucd-
citos (LIF), descoberto por Rocklin 26 (1974)
foi pesquisado pela técnica descrita por
Rosemberg e David 27 (1970), adaptada para
as condi¢bes do laboratério.

As células utilizadas para essa técnica
foram obtidas de plasma rico em leucécitos
totais, e que apds lavagens em solucdo salina
tamponada de Hanks foram ressuspensas em
meio TC 199 suplementado com 10% de
soro fetal bovino numa concentracdo de 107
células/ml e aspiradas em tubos capilares
de polietileno. Os capilares cheios foram
fechados e centrifugados para separagéo
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dos leucdcitos e colocados em camaras de
migragdo cheias de meio TC 199 mais 10%
de soro fetal bovino, contendo ou nao PPD
na concentragdo de 25 ug/ml, que foram
incubadas a 37°C em cidmara umida durante
18 h. Para o material de cada doente
foram montadas 4 cdmaras de migracio:
2 contendo o antigeno e 2 sem o antigeno.
A leitura da 4rea de migracdo dos leucd-
citos foi feita com auxilio de planimetro,
e o0s resultados expressos em f[ndice de
Migracdo (IM), resultante da relacdo:

area de migracédo na presenca do Ag
M =

area de migragdo na auséncia do Ag

Onde o IM foi maior ou igual a 0,9, segundo
o “WHO Handbook of Immunological
Techniques” 3¢, foi considerado que houve
liberacdo da linfocina LIF.

A pesquisa de anticorpos, pela reacdo de
HAP padrdo descrito por Boyden3 (1951),
foi feita com hemacias de carneiro tanini-
zadas e sensibilizadas com 20 ug de antigeno
protéico extraido de vacina BCG oral, se-
gundo -Espinosa e col8 (1978). Os soros
testes foram diluidos na razdo dois e o titulo
de anticorpos expresso pela maior diluigdo
do soro que da reagdio positiva definida.
Paralelamente foram corridos controles de
soros positivos e negativos e controle de
hemadcias nfo sensibilizadas.

RESULTADOS E COMENTARIOS

A Tabela 1 mostra o resultado do teste
tuberculinico segundo a idade, a qual variou
de 20 a 80 anos, onde 7 ou 14,0% foram
nao reatores, 6 ou 12,09 reatores fracos
e 37 ou 74,0% reatores fortes, com um total
de 43 ou 86,0% de reatores.

A maoir percentagem das pessoas (80,09 )
encontrava-se nos grupos etarios entre 20
a 49 anos. Para os reatores fortes e total
de reatores, houve uma diminuicdo das
percentagens da reatividade tuberculinica
com o aumento da idade. A existéncia de 7
doentes ndo reatores mostra que 14,0% de
pessoas com tuberculose pulmonar ndo
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responderam ao teste cutidneo de sensibi-
lidade tuberculinica. Tarantino e col.32
(1975) afirmam que cerca de 5,0% dos
doentes com tuberculose pulmonar ativa
apresentam resultado negativo ao teste
tuberculinico, usando PPD, Rt-23, 2 UT.
Mc Murray e Echeverrii® (1978) e Nash
e Douglas 20 (1980) encontraram 25,0% de
nio reatores ao PPD em doentes com tuber-
culose pulmonar ativa, & dose de 5 UT de
PPD, enquanto Mc Murray 17 (1980) veri-
ficou também que quando foi utilizada a
dose de 250 UT de PPD, essa percentagem
de 25,09% diminuiu para 10,0%. Como no
presente estudo o teste tuberculinico ndo foi
repetido nem foram usadas doses maiores
de PPD ou uma bateria de testes cutidneos
de rotina para pesquisa da capacidade rea-
cional do organismo (candidina, histoplas-
mina, varidase, sensibilizacdo ao dinitroclo-
robenzeno) como fizeram Chaparas e col.5
(1970), Malaviya e colis (1975), Mc
Murray 1718 (1978 e 1980) e Nash e
Douglas 20 (1980), néo foi possivel constatar
se a negatividade do teste foi devida a
causas técnicas de aplicacdo do antigeno,
dose insuficiente de PPD, incapacidade de
reacdo por deficiéncia imunoldgica, por
doenca em fase adiantada ou por idade
avangada.

A Tabela 2 e Fig. 1(A) mostram a reati-
vidade tuberculinica segundo o numero de
leucdcitos, onde 31 ou 62,0% dos doentes
apresentaram ntmero aumentado, 3 ou 6,0%
numero diminuido e 16 ou 32,09 ntmero
normal. A leucocitose encontrada em 62,0%
dos doentes é condizente com processo infec-
cioso.

Quanto ao numero de linfécitos (Tabela
3, Fig. 1(B), 29 ou 58,0% dos doentes estdo
na faixa de normalidade e 21 ou 42,0%
estdo com valores aumentados.

Houve relagdo inversa entre reatividade
tuberculinica e nimero de linfécitos, onde
as percentagens de reatores sdo menores
nos doentes com linfocitose.

Smith e Reichman 30 (1972) afirmam que
a falta de reatividade tuberculinica obser-
vada em doentes com tuberculose ativa
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Fig. 1 — Distribuigdo dos resultados do teste tuberculinico e do ntmero de leucéeitos (A) e
lintécitos (B) por mms de sangue, em doentes com tuberculose pulmonar.

poderia ser explicada por uma linfocitopenia,
0 que ndo foi observado neste trabalho onde
0s 7 doentes que ndo reagiram ao PPD
tiveram numero de linfocitos normal ou au-
mentado.

A Tabela 4 e Fig. 2(A) mostram a
reatividade tuberculinica segundo as percen-
tagens de linfocitos T. No total, 36 ou
72,0% dos doentes apresentaram valores
normais, 3 ou 6,0% valores diminuidos
e 11 ou 22,0 valores aumentados. Rela-
cionando reatividade tuberculinica com
percentagem de linfécitos T, houve maiores
percentagens de reatores na faixa de
normalidade de linfécitos T.
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A Tabela 5 e Fig. 2(B) mostram a relagio
da reatividade tuberculinica e o numero de
linfécitos T, onde no total 26 ou 52,0% dos
doentes apresentaram valores normais e 24
ou 48,0% valores aumentados, ndo havendo
nenhum doente com numero diminuido.
Esses resultados mostram a importancia de
se trabalhar com ndamero absoluto de linfo-
citos, o qual demonstra a populacio real de
linfécitos T no sangue circulante.

A relagdo entre a reatividade tuberculi-
nica ¢ o numero de linfocitos T foi seme-
lhante a da Tabela 4 para numeros normais
¢ aumentados de linfocitos T, onde houve
maiores percentagens de reatores com
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Tig. 2 — Distribuicdo dos

percentagem (A) e valor absoluto

numero normal de linfocitos T do que com

numero aumentado.
Os resultados encontrados sao discor-
dantes dos de Al-Tawil e Thewaini?

(1978), Bhatnagar e col.z (1977), Magaréo 15
(1977) e Skvor e Trnka = (1979), que en-
contraram numero de linfécitos T diminuidos
em doentes com tuberculose pulmonar ativa,
enquanto Kventy 12 (1977) encontrou valores
aumentados de linfocitos T em pessoas com
tuberculose avancada, quando comparados
¢om grupos controles, constituidos por pes-
soas nao tuberculosas.

Essa divergéncia de resultados pode estar
associada ao fato de ter sido utilizado, no
presente estudo, alguns doentes ja em trata-
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resultados do teste tuberculinico e
(B).

\\\VALORES NORMAIS

nuimero de linfécitos T em
em doentes com tuberculose pulmonar,

mento, com 3 a 4 semanas de internacio e,
portanto, ja& com possivel melhora da res-
posta celular. O numero de linfécitos T
circulantes pode estar aumentado para
intensificar resposta imune, uma vez que ela
estd deprimida no inicio da doenga e atinge
valores normais com o tratamento e posterior
cura, como afirmam Malaviya e col.2¢ (1975),
Mc Murray 17 (1980) e Zeitz e col.#7 (1974).

A Tabela 6 ¢ Fig. 3 mostram que 30 ou
60,09 dos doentes apresentaram percenta-
gem de linfécitos B diminuida (menor que
109 ) sendo que o maior numero de pessoas
pertencem ao grupo de reatores fortes.
Entretanto, a analise dos valores absolutos
(Tabela 7 e Fig. 3) revela que apenas 4
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Fig. 8 — Distribuicio dos resultados do teste tuberculinico e numero de linfécitos B em

percentagem (A) e valor absoluto (B),

ou 8,0% das pessoas apresentaram valores
diminuidos, 43 ou 86,0% valores normais
e 3 ou 6,0% valores aumentados, confir-
mando a importincia de se avaliar niimero
absoluto de linfocitos T e B.

Esses dados contradizem as observagdes
de Al-Tawil e Thewaini* (1978), Bhatnagar
e colz (1977) e Magardo1s (1977) que
encontraram apenas valores normais de
linfocitos B em pessoas com tuberculose
pulmonar ativa.

Al-Tawil e Thewainit (1978), além de
avaliar o numero de linfécitos B, estudaram
seu estado funcional pela aplicacdo de vacina

em doentes com tuberculose pulmonar.

tifoide, a fim de estimular essas células e
induzir a formacdo de anticorpos. Os resul-
tados obtidos indicam que a fungdo dos
linfécitos B também nido estava alterada.

A resposta humoral, avaliada pela reagéo
de hemaglutinagdo passiva (Tabela 8),
mostra que 6 ou 12,0% dos doentes apre-
sentaram resultados negativos e 44 ou 88,0%
mostraram positividade, com maior inci-
déncia de titulos de 256, 512 e 1024 e
com predomindncia de reatores fortes. A
maioria das pessoas apresentou altos titulos
de anticorpos, significando que seus linfé-
citos B estavam funcionantes.
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Fig. 4 — Distribuicdo dos resultados do teste tuberculinico,
em doentes com tuberculose pulmonar.

linfécitos (A) e do LIF (B),

Quando foram testados soros de pessoas
normais, vacinadas ou nido com BCG intra-
dérmico, por essa técnica, foi verificado que
0s mesmos ndo apresentavam anticorpos ou
os apresentavam em titulos ndo significa-
tivos, levando a crer que é necessaria a
doenga e nio apenas o contacto com o bacilo
para a produgdo de anticorpos em altos
titulos.

da transformagdo blastica dos

Grange e col.? (1980) e Tandon e col.st
(1980), utilizando a ELISA

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
detectaram anticorpos contra antigenos
micobacterianos em 75 a 80% e 79,4% res-
pectivamente, em doentes com tuberculose.
A alta percentagem de positividade obtida,
no presente trabalho, pela reagdo de hema-
glutinacdo (88,09%), assegura sua validade

técnica de
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como um dado complementar em casos sus-
peitos de tuberculose.

A Tabela 9 e Fig. 4 mostram a trans-
formacgdo blastica dos linfocitos em resposta
ao PPD, onde 16 ou 32,09% dos doentes nédo
apresentaram resposta e 34 ou 68,0% apre-
sentaram resposta com indices acima de 1,5.
Dos 7 doentes nido reatores , 5 ou 71,4% ndo
responderam na cultura e 2 ou 28,6% res-
ponderam com indices dos mais altos (10,4
¢ 6,8), conforme mostra a Fig. 4. Dos 37
doentes reatores fortes, 10 ou 27,0% nao
apresentaram resposta e 27 ou 73,0% res-
ponderam com indices significativos de trans-
formacio. Entre os reatores fracos, um nao
apresentou resposta e 5 ou 83,3% a apresen-
taram.

A presenca de 10 ou 27,09 de reatores
fortes, cujos linfécitos ndo entraram em
transformagdo blastica, poderia ser expli-
cada pela presenca de fatores ou células
supressoras na cultura, ou entfo, pela dose
de PPD utilizada de 10 ug/ml de meio de
cultura, talvez insuficiente para induzir res-
posta dos linfécitos, j4 que Ellner e col.7
(1979) chegaram a utilizar doses de 100 ug
de PPD / ml de meio.

Por outro lado, a técnica mostrou-se sen-
sivel na deteccdo de resposta dos linfécitos
em cultura na presenca de antigeno espe-
cifico, em 2 doentes ndo reatores e em 5
reatores fracos. Resultados semelhantes
foram encontrados por Jensen e coli® (1977),
Miller e Jones (1973), Repo e col.2#
(1980), Sarkany e Hales 22 (1968) e Smith
e Reichman 30 (1972).

Segundo Miller e Jones?!® (1973) existe
uma relacdo linear entre a dose minima de
tuberculina requerida para detectar sensibi-
lidade pelo teste de pele e o logaritmo do
indice de transformacdo dos linfécitos,
sugerindo que pequenas reagdes de pele de
um a 4 mm, embora consideradas ndo rea-
tivas pelos critérios epidemiologicos esta-
belecidos, sdo eventos imunolégicos impor-
tantes.

Quanto a transformacdo bléstica positiva
em doentes ndo reatores no teste tuberculi-
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nico, Jensen e col. 10 (1977) encontraram um
PPD 19s no soro o que, segundo eles, seria
o responsavel pelo bloqueio da reagdo “in
vitro”; entretanto, nas pessoas com trans-
formacdo blastica e reatores no teste tuber-
culinico, esse PPD, livre ou formando com-
plexo, ndo foi encontrado e sim um anti-
corpo anti PPD, detectado por hemagluti-
nacao passiva.

A Tabela 10 e Fig. 5 mostram a inibicao
da migracdo dos leucécitos (LIF), onde 28
ou 56,09 dos doentes apresentaram libe-
ragdo dessa linfocina e 22 ou 44,0% nio
a mostraram. Dos 7 doentes ndo reatores,
3 ou 43,09% a liberaram; entre os reatores
fracos ndo houve divergéncia de resultados;
entre os reatores fortes, 22 ou 59,49 libera-
ram a linfocina e no total de reatores houve
igualmente maior percentagem (58,19) de
doentes que a liberaram.

Lockshin 13 (1969) e Rieger e
(1979) tentaram correlacionar o LIF com

teste tuberculinico, mas sem sucesso. Isso
pode ser explicado pelo fato de que por
esta técnica mede-se uma linfocina que age
mais sobre polimorfonucleares, enquanto no
teste tuberculinico ha maior envolvimento
de mononucleares e, portanto, correlacdo
com o teste de inibicdo da migracdo de
macréfagos (MIF).

col.25

A pesquisa do LIF tem sido correlacionada
com melhora clinica e reducdo de bactérias
no doente. Trnka e Skvor 33 (1979), ava-
liando a liberagdo do LIF e a presenca de
bactérias no escarro de doentes com tuber-
culose, durante 12 semanas de terapia
conseguiram correlacionar o desaparecimento
da bactéria com aumento dos IM, isto é,
diminuicdo da liberagdo do LIF.

E provavel que os doentes que apresen-
taram IM maior do que 0,9 estivessem res-
pondendo melhor ao tratamento, sob o
impacto de menor numero de bactérias em
relagdo aos que tiveram IM menores.

Nikolov 21 (1978) demonstrou que a pro-
gressdo do processo infeccioso é acompa-
nhada pela inibicdo da transformacdo blas-
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tica dos linfécitos e aumento da liberacdo
do LIF.

O fato de 3 dos 7 doentes ndo reatores
nio responderem na cultura de linfécitos e
liberarem o LIF poderia estar associado com
mau prognoéstico. Se isso for provado, o
LIF seria importante como subsidio para o
prognostico do tratamento e de eventuais
recidivas.

CONCLUSGES

Os resultados obtidos no presente traba-
lho, mostram as seguintes conclusoes:

1. A hipersensibilidade tuberculinica ao
PPD, Rt-23, 2 UT, pesquisada em 50
doentes com tuberculose pulmonar ativa,
revelou 14,09% de ndo reatores, 12,0%
de reatores fracos e 74,09 de reatores
fortes.

2. Para a populagio de estudo, com
idades variando de 20 a 80 anos, houve
declinio das percentagens de reatores
reatores

fortes e totais de com o

aumento da idade.

3. Houve leucocitose em 62,0% dos doentes,
independentemente da reatividade cuta-
nea ao teste tuberculinico.

4. Houve linfocitose em 71,49 dos doentes
ndo reatores e valores normais de
linfocitos em 62,89% dos totais de rea-
tores.

5. Para percentagens de linfocitos T,

houve valores normais em 71,49% de

ndo reatores e em 72,19% dos totais de
reatores.

6. Para os valores absolutos de linfocitos
T houve aumento do nimero dos mes-
mos em 71,49% dos ndo reafores e em
44,29; dos totais de reatores.

7. Para percentagens de linfécitos B houve
valores diminuidos dos mesmos em
42,99 dos néo reatores e em 62,8% dos

totais de reatores.

8. Para valores absolutos de linfocitos B
houve normalidade em 71,49 dos nio
reatores e em 88,49 dos totais de rea-
tores, e diminuicdo dos mesmos em

14,39% dos n&o reatores e em 7,0% do

total de reatores.

9. Os anticorpos para antigenos protéicos
extraidos de vacina BCG oral estiveram
presentes em 88,09 da populacdo de
analise, com titulos elevados (> 256)
em 71,4% dos nido reatores e em 67,4%
dos totais de reatores.

10. Houve transformacdo blastica de linfo-
citos, utilizando o PPD, Rt-23, como
antigeno, em 28,69% dos nio reatores
e em 74,49 do total de reatores.

11. Houve liberacdo do fator inibidor da
migracio de leucécitos (LIF) utilizando
o PPD, Rt-23, como antigeno, em 43,09
dos néo reatores e em 58,1¢ do total
de reatores.
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ARAUJO, A. C. de et al. [Delayed-type skin reaction to tuberculin and the cellular
and humoral immune response ‘‘in vitro’’ in patients with pulmonary tuberculosis].
Rev. Saude ptubl., S. Paulo, 17:94-111, 1983.

ABSTRACT: This paper presents the results of delayed-type skin reac-
tion to tuberculin and the cellular and humoral immune responses “in vitro” in
50 patients with active pulmonary tuberculosis admitted to the “Parque Hos-
pitalar do Mandaqui”, S&o0 Paulo, Brazil, in the period from May to August
1980, matched for sex and ranging in age from 20 to 80 years old. In order
to study the delayed-type skin reaction to tuberculin, the PPD, Rt-23,
2 TU (Purified protein derivative) was used and the result obtained was
of 14.09 of nonreactors, 12.09% of weak reactors and 7T4.09% of strong
reactors. The “in vitro” study of cellular and humoral immune responses
was carried out by determining the number of T and B lymphocytes, the
lymphocyte transformation, the liberation of the leucocyte inhibitor factor
(LIF) and by the passive hemaglutination test. The results showed the
importance of calculation of the absolute number of T and B lymphocytes.
The culture of lymphocytes and the LIF experiment were able to detect
the lymphocyte sensitivity to PPD even in the nonreactor patients and the
passive hemaglutination test showed the presence of specific antibodies in
the population studied demonstrated by the highest titers when compared
with normal subjects, independently of the skin reactivity to tuberculin.

UNITERMS: Tuberculosis, pulmonary. Tuberculin test.
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