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P R E F Ã C I O 

Ao apresentarmos esta dissertação ã Universidade de Aveiro pr~ 

tendemos não sõ satisfazer as disposições legais impostas ãqueles que 

aspiram pela Carreira Universitãria como também proporcionar que esp~ 

cialistas de Imunologia Celular possam debater connosco o trabalho que 

ora apresentamos e que representa o culminar de alguns anos de inves

tigação cientifica. Contudo, entendemos que o titulo de Doutor não de 

ve constituir mais do que um marco num caminho que sentimos ser longo 

e difícil, mas apaixonante. Tanto mais longo e difícil quanto mais n~ 

le avançamos; e tanto mais apaixonante quanto mais nele nos envolvemos. 

Foi ainda durante a frequência do Bacharelato de Biologia da 

Universidade de Coimbra (1973-1976) que despertou em nõs o gosto pela 

Fisiologia Celular. Foi por essa razão que orientãmos o Currículo da 

Licenciatura, Ramo Cientifico (1976-1978),pela ãrea da Biologia Funcio 

nal. Nestes cinco semestres de iniciação ao trabalho cientifico focali 

zamos o nosso estudo em duas linhas de investigação: Ultraestrutura Ce 

lutar e Biologia Funcional. Ao Senhor Professor JOSt FIRMINO MESQUITA 

e ao Dr. DIAS, ambos do Instituto Botânico de Coimbra (Centro de Micro~ 

copia Electrõnica) ficâmos a dever a nossa aprendizagem de técnicas em 

Microscopia Electrõnica de Transmissão. 

t, no entanto, ao Senhor Professor Doutor ARStLIO PATO DE CARVA 

LHO que mais imensamente reconhecidas ficamos por nos ter lançado na 

fascinante ârea da Biologia Celular. Cabe aqui referir um facto que 

ocorreu logo no início do nosso estudo em Imunologia Celular na Magna 

Instituição que a Universidade de Cambridge (Inglaterra) . O nosso ori

entador de então, Prof. R.R.A. COOMBS, ao fim de algumas semanas de 



aprendizagem e aplicação de novas técnicas, dirigiu-nos altos elogio~ 

ã i nvulgar facilidade e destreza com que manuseavamos e dirigíamos o 

trabalho laboratorial. Evidentemente que de imediato endossãmos (e agE_ 

ra dedicamos) este louvor ao dinâmico e hãbil Investigador e sâbio Pro 

fessor, o Doutor PATO DE CARVALHO. 

Terminada a licenciatura em Biologia ingressãmos na Carreira 

Académica na jovem Universidade de Aveiro (1978) que por estar ainda 

em"fase de Instalação", o Departamento de Biologia encontrava-se em 

instalações provisõrias, sendo o seu equipamento altamente deficiente, 

confinado a pouco mais do que material de vidro. Por esta razão, du

rante os dois anos de docência em Aveiro (1978-1980), continuãmos a 

desenvolver trabalho cientifico em Coimbra. Mais uma vez queremos dei 

xar expresso o nosso agradecimento ao Senhor Doutor ARStLIO PATO DE 

CARVALHO por nos ter mantido as ~ortas abert as do seu Depãrtamento de 

Zoologia onde trabalhãmos sob orientação do Senhor Professor Doutor 

EUCLIDES PIRES e em colaboração com a Ora . MARIA MAN UELA MARCELINO . Ou 

rante estes dois anos de Investigação em Coimbra e de Docência em Avei 

ro, o gosto pela Biologia Celular foi-se orientando no sentido da Imu 

nol ogia Celular pois que quanto mais líamos sobre populações linfoci

tãrias e seus mecanismos de cooperação, mais se nos foi tornando claro 

que seria na ãrea da Imunologia que deveríamos prosseguir os nossos eI 

tudos de Biologia Celular. Neste período de tempo entrãmos em contacto 

por carta com diversas Univer·sidades da Grã-Bretanha onde sabíamos ha

ver projectos sobre Mecanismos de Cooperação Celular. Optãmos finalme_!! 

te por Cambridge, Universidade de alto prestigio onde provavelmente t~ 

riamos grandes hipõteses de entrar no Mundo Cientifico de vanguarda. 

Concedida uma bolsa de estudo da Universidade de Aveiro por um 

período de três anos, integrãmo-nos imediatamente (Outubro de 1980) na 



equipa dirigida pelo distinto Professor Doutor R.R.A. COOMBS, inves

tigador de mêrito internacionalmente reconhecido, que nao sonos fa

cultou a utilização de todo o equipamento do seu Departamento de Imu 

nologia como tambêm nos concedeu todas as facilidades ligadas a vida 

Universitãria de Cambridge. Assim, para alêm de material de estudo ex 

traordinariamente rico e de equipamento altamente sofisticado, dis

punhamos dos ensinamentos de Imunologistas eminentes. 

Estando em Cambridge com o objectivo de adquirir conhecimentos 

e aprender têcnicas que fossem aplicáveis em futuros estudos mas em 

condições deveras inferiores como são as do Departamento de Biologia 

da Universidade de Aveiro, decidimos enveredar o nosso estudo por tê

cnicas eficientes mas que não requeressem elevada tecnologia . Foi den 

tro deste espírito que o Senhor Professor Doutor COOMBS orientou a nos 

sa tese de "Master of Science" (M.Sc.degree) pelo que lhe ficamos mui_ 

to gratas. Devo tambêm ã Senhora Doutora ANNE WILSON o protocolo exp~ 

rimental que serviu de base ao desenvolvimento de novas técnicas que 

apresentãmos e discutimos na tese de M.Sc. 

Foi, no entanto, a vinda da Senhora Doutora CAROL O'TOOLE em 

1981 para o laboratõrio de Imunologia que alterou e fez progredir a 

nível teõrico e experimental o nosso trabalho em Cambridge. Estando 

integrada num projecto da "British Heart Foundation" a Doutora CAROL 

O'TOOLE apareceu com um revitalizante entusiasmo apos um ano em que 

despenderamos quase todo o tempo no melhoramento de têcnicas. Quis 

pois o destino juntar duas pessoas no mais oportuno momento: uma (Do~ 

tora CAROL) repleta de conhecimentos teõricos e com o excepcional di 

namismo para o estudo experimental, e a outra (a autora) um tanto sa 

turada do desenvolvimento de têcnicas e com a ânsia de as aplicar num 

projecto válido. Desta agradãvel simbiose resultou o trabalho que con~ 



titui matéria da presente tese de Doutoramento submetida ã apreciação 

da Universidade de Aveiro. 

Ã orientadora desta tese, Senhora Doutora CAROL O'TOOLE e-nos 

extremamente difícil traduzir em palavras tudo quanto lhe devemos em 

formação científica. Reconhecemos e admiramos a sua formação humana e 

a amizade que nos tem dedicado nas situações mais difíceis da nossa 

carreira e que calaram bem fundo em nõs. O nosso mais vivo muito abri 

gado! 

Ao concluirmos cinco anos de estudo em Imunologia Celular, te

mos a sensação de ter ficado aquém das finalidades por nõs inicialme.!!_ 

te previstas, mas satisfaz-nos a certeza de sabermos ter realizado um 

trabalho honesto, que na modéstia das suas limitações representa ofru 

to de um esforço pessoal, e de termos contribuído de algum modo para 

um melhor conhecimento das subpopulações linfocitãrias do Homem . Este 

nosso trabalho resume as canseiras, hesitações, entusiasmos e desale.!!_ 

tos sofridos em solidão que, certamente todos aqueles que um dia dei

xaram o Pais, a Família e os .Amigos e levaram a cabo a dissertação de 

uma tese de Doutoramento bem conhecem. 

-Terminado o trabalho em Cambridge, houve que recorrer a esta-

tística, como meio de anãlise biométrica dos dados experimentais. O 

método estatístico, feito para provar uma determinada hipótese explj_ 

citamente formulada no início, impõe-se de sobremaneira em Biologia 

como condição necessãria ã anãlise dos problemas em que a variabili

dade dos dados ê importante como no caso das Ciências da Vida, onde 

o ser vivo aparece cada vez mais acompanhado de um cortejo de núme

ros cuja anãlise e interpretação poem por vezes difíceis problemas. 

Muito temos de agradecer ã Senhora Professora Doutora MARIA HELENA 



MOREIRA, dinâmica professora de Ecologia que, como responsãvel pelo 
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I . INTRODUÇ~O 

A. APRESENTAÇ~O DO PROBLEMA 

Os linfÕcitos do sangue periférico humano têm sido divididos 

em vârias subpopulações. Na verdade, as diversas capacidades funcio

nais dos linfÕcitos bem como a presença de determinadas estruturas mo 

leculares na superfície externa da membrana dos linfÕcitos têm servi 

do de base ã distinção de subpopulações linfocitârias. 

No presente estudo pretendemos mostrar que populações linfoci 

tãrias perfeitamente distintas, fixas e imutãveis não existem no Ho

mem. Demonstraremos pois que a membrana dos linfÕcitos sanguíneos 

apresenta diversas combinações de receptores e antigénios; deste mo

do, as populações linfocitârias não devem ser consideradas como com

parti mentos celulares estanques, mas antes e pelo contrãrio corno po

pul ações interpenetradas. O aumento ou redução da expressao de rece

ptores e/ ou antigénios na superfície externa dos linfÕcitos, corno r~ 

sultado da resposta irnunolÕgica dos linfÕcitos, evidenciarã a natu

reza dinâmica e mutãvel das populações linfocitãrias. 

Estudaremos também o efeito de drogas irnunodepressoras nao so 

na demarcação de subpopulações linfocitârias mas também na capacida

de de resposta imunolÕgica dos doentes transplantados cardíacos.Em

bora a concentração de 1infÕcitos ci r cul antes no sangue seja reduzi 

da , demonstraremos que estes doentes irnunodeprimidos sao capazes 

de desenvolver respostas irnunolÕgi cas detectãvei s ~ao sõ através da 

produção de anticorpos, mas também pela expressão extraordinariamen 

te elevada de determinados antigénios de membrana. Tendo em atenção 

estas reacções irnunolÕgicas desenvolvidas por doentes sob tratarnen-
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to prolongado de agentes 11 imunossupressores 11 e considerando a preci

são de linguagem não como um "preciosismo" mas antes como a tradução 

correcta de um fenomeno natural, propomos que o termo comunmente uti 

lizado como imunossupressão seja posto em causa para ser substituido 

por imunodepr essão uma vez que o primeiro indica uma ausência total 

de reacção imune enquanto que o segundo se refere ã diminuição das 

capacidades imunológicas. 

B. GENERALIDADES SOBRE POPULAÇÕES LINFOCIT~RIAS 

l. Ontogenia dos linfócitos B e T 

Está jã definitivamente estabelecido que os li nfÕcitos B e T 

apresentam diferentes vias de desenvolvi mento. Nos mamíferos, a dife

ren ciação das células percursoras em linfócitos B e T foi localizada 

no fígado fetal durante a embriogênese e na medula õssea durante a vi 

da adu 1 ta ( Owen e co 1 . , 197 4) . 

Na medula õssea do Homem adulto têm sido descritos três estados 

de desenvolvimento de ·1infõcitos B (McConnell e col., 1981): a) as 

células pré- B do tipo I constituem a população menos desenvolvida,fo.!:_ 

mada de células de tamanho heterogéneo, em rãpida divisão e capazes 

de sintetizar Ig M que nao é contudo expressa na superfície celular; 

b) as células pr~-B do tipo I I apresentam tamanho homogéneo e exibem 

exclusão alêlica (isto é, produção de uma só forma alelica, de entre 
. 

as duas possivelmente existentes no genoma) para os vãrios alotipos 
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de IgM; c) aa cé lulas Bimaturas (ou primárias) expressam IgM de s~ 

perficie e diferem das células B maduras por: i) nao re-expressarem 

Ig depois do fenõneno artificial de "capping" (isto é, deslocamento 

para um polo ·celular de toda a Ig de superfície como resultado da re

acçao com anti-Ig), ii) baixas concentrações de anti-IgM são sufici

entes para inibir proliferação mitogênica e, iii) são facilmente tor

nadas tolerantes perante exposição a fracas doses de antigénio(Nossal 

e Pike, 1975; Metcalf e Klinman, 1976). 

Os linfócitos B maduros podem expressar ã superfície externa 

da membrana celular apenas IgM, ou IgM em conjunção com outras clas

ses de Ig; associa-se depois a IgD que coexiste com as outras classes 

de Ig mas que após estimulação antigénica desaparece e o linfócito di 

ferencia-se em célula da memória ou, alternativamente, em plasmócito 

secretando apenas uma 1as classes de Ig (Abney e col .• 1977). (Fig, 1, 1 ). 

dependente de 
antigénio+cé-

independente de anti génio . , Jq)a T • 

©-@@® 
d ~ ~º,,@} @- ©- ~ - ~ - @ '® 

célula célula celula 
percursora Pré-8 imatura MA MAO @ 

@-@' \,® 
célula B 
madura 

Fig. 1. l. - Diferenciação dos linfócitos B na medula ossea humana. 
(Baseado em Abney e col .• 1977) . 
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Note-se contudo, que todas as molêculas das vãrias classes de Ig ex

pressas na superficie de cada linfÕcito B têm idêntica sequência da 

região variãvel da Ig em ambas as cadeias, pesada e leve, (Goding e 

Layton, 1976) diferindo apenas na região constante das cadeias pesaras 

(região esta que dão nome ã classe de Ig). 

Cêlulas percursoras originadas na medula õssea ou figado fetal 

sao atraidas para o timo (Wallis e col., 1975) e ai se diferenciam em 

linfõcitos T, sob acção de alguns "factores timicos". Estes constitu

em ainda fonte de intensa investigação e dos vãrios factores estudados 

apenas a hormona timopoetina pôde ser provada como exercendo um papel 

definitivo na maturação dos linfÕcitos T (Bach e col . , 1979). 

Um painel de vãrios anticorpos monoclonais desenvolvido por 

Reinherz e col., (1980-b; 1981} permitiu delinear três estados princj_ 

pais na maturação dos linfÕcitos T humanos . Os antigénios de superfi

cie dos timõcitos reconhecidos por tais anticorpos monoclonais foram 

designados T1, T2 .... r10 e os 3 estados de maturação incluem: no es 

tado I (timócito primário ) r10 e T9; no estado II (timócito comwn)T10, 

T6, r4, r5 e T8; no estado III <timócito maduro ), subdividido em l in

fócitos T indutores r10 , T1, T3 e T4 e em ZÍllfÓcitos T supressores T10 , 

r1, r3, r5 e r8 (Reinherz e col., 1979-a, b; 1980-b) (Fig. 1.2.). 

Os linfÕcitos B e T maduros dei xam os orgãos linfÕides primãri

os e migram preferencialmente para o baço (Humphrey, 1980) onde sofrem 

posterior maturação, sendo então lançados na circulação linfocitãria 

(Howard, 1972), atravessando pois os orgãos linfÕides secundãrios: ba

ço, nõdulos linfãticos e tecido linfÕide associado ao aparelho respi

ratõrio e digestivo. Nestes orgaos os linfócitos B e T colonizam ãreas 

separadas: timo-dependentes (ãreas de células T) e timo-independentes 
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(ãreas de células B) (Nieuwenhuis e Ford, 1976). 

Estado I 

timõcito 
primário 

Estado II 

timõcito 
COmUfll 

Estado III 
ti mÕc ito 
maduro 

Fig. 1.2 . Diferenciação dos linfócitos T no timo humano. 

Os círculos a cheio representam timõcitos em 

estadosespecífi cos de fenótipo definido; os 

círculos a tracejado representam transição hi
potética entre os estados bem definidos. 

(Baseado em Reinherz e Schl ossman , 1980). 

2. Funções in vitro dos linfócitos humanos 

As conclusões de estudos realizados em animais sobre 

interacções celulares na resposta imunológica t êm apoiado as teorias 

deduz idas do estudo de casos de imunodeficiências no Homem. Mas foi o 

crescente aperfeiçoamento e s0fisticação da tecnologia dos Últimos 10 

anos que proporcionou de uma forma decisiva a caracterização das fun

çoes dos linfócitos humanos. 
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a. Testes funcionais para linfócitos B 

t característica principal dos linfócitos B a sua capacidade 

de se diferenciarem em plasmócitos, secretores de anticorpos , como re~ 

posta a estimulação antigênica. Face a um determinado antigênio ape

nas uma reduzida população de linfócitos B, específicos para aquele 

antigênio, ê estimulada e sofre proliferação e maturação, tal como s~ 

lienta a teoria da selecção clonal exposta por Burnet (1957) e ainda 

hoje bem aceite. Ora a detecção desta resposta parcial e especifica de 

linfócitos B só ê possível com a aplicação de mêtodos altamente sen

siveis, pelo que se tem ultrapassado este problema da selecção clonal 

utilizando, na vez de antigênios, activadores policlonais de linfóci

tos B (APB) capazes de estimular todas (ou quase todas) as cêlulas B. 

Alguns dos APB c001ummente utilizados têm maior capacidade de 

estimulação dos linfócitos B quando os linfócitos T estão presentes no 

meio de cultura; são eles o "pokeweed mitogen" (PWM) (Greaves e col., 

1974; Lohrmann e col., 1974), Proteína A solúvel (L ipsky, 1980), gel 

poliacrilamida (Galanaud, 1979) e PPD ("purified protein derivative", 

produto solúvel de l.fycobacteriwn tuberculosis ) (Ringden e col.,1979). 

A acção reguladora dos linfõcitos T na estimulação dos linfócitos B 

pelo PWM parece ser efectuada por subpopulações de linfÕcitos T: as 

cêlulas T indutoras que activam a proliferação dos linfócitos B (Re

inherz ecol., 1979-b) e as cêlulas T supressoras que inibem a mesma 

proliferação (Moretta e col., 1979 b). 

Pelo contrãrio, outros APB activam mais eficazmente os linfÕ

citos B na ausência dos linfócitos T; são eles LPS (lipopolissacari

deo de Eschericma coU ) (Smith e co 1. , 1979), mitogéni osso l Úvei s em 

âgua de Nocardia (Brochier e Lethibichthuy, 1978), de Staphylococai 
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(Ringden e cal., 1977) oude Salmonetlae (Chen e cal., 1981) fixadas em 

formalina,e vírus Epstein-Barr (Bird e Britton, 1979). A grande difi

culdade em interpretar os resultados obtidos de estimulações policlo

nais de linfÕcitos B reside no facto de que diferentes APB estimulam 

diferentes subpopulações de linfÕcitos B (Romagnani e col . ,1980; Ault 

e Tow 1 e, 1981 ) . 

b. Testes funcionais para linfÕcitos T 

O reconhecimento da importância das interleuquinas como facto

res reguladores da proliferação dos linfócitos T (revisto em Irmruno

ZogicaZ Reviews, si, 1980) tornou muito complicada a interpretação da 

proliferação dos linfõcitos Tem resposta a mitogênios. Alem disso ca 

da mitogenio estimula diferente subpopulação de linfócitos T; assim, 

por exemplo, a Concanavalina-A (Con-A) estimula uma subpopulação que 

nao se sobrepõe exactamente ã subpopulação estimulada por fitohemagl~ 

tinina (PHA) (Rawson e Huang, 1975). t certamente possivel que ares

posta dos linfócitos a diferentes mitogenios possa um dia explicar a 

patogénese de diversas situações de deficiência de celulas T (Hayward, 

1983). 

Para alem da estimulação mitogenica, os linfÕcitos T podem ser 

activados por antigenios de histocompatibilidade estranhos (aloantig~ 

nios) obtidos de diferente dador se postos juntamente em cultura (MLC

-"mi xed lymphocyte culture"). As cel ul as T acti vadas quer por mitogê

nios quer por aloantigênios são responsãveis pela actividade citotõ

xica na linfolise mediada por células (CML-"cell-mediated lympholy

sis") (Sondel e cal., 1975) e produzem uma variedade de factores solú 

veis que afectam diversas funções linfocitãrias (Geha e cal., 1973; 

Rocklin e cal., 1974). De particular importância ê a capacidade de m~ 
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mõria e de especificidade manifestada pelas celulas T activadas em MLC 

contra os linfÕcitos alogeneicos estimuladores (Solliday e Bach,1970). 

Em contraste com estas cêlulas T citotõxicas que requerem um 

encontro prêvio com mitogênios ou aloantigênios estimuladores, existe 

uma pequena subpopulação de linfõcitos sanguíneos que ê imediatamente 

activa em ensaios citotõxicos: as céiulas assas sinas- (celulas K-"kil

ler cells") que lisam cêlulas alvo por meio de anticorpos, detectâ\€is 

no ensaio de citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC

-"antibody-dependent cellular cytotoxicity") (Moller, 1965) e as oé iu 

ias assassinas natu.:l'ais (celulas NK - "natural killer cells") que es

pontâneamente lisam algumas celulas alvo, detectãveis no ensaio de ci 

totoxicidade espontânea mediada por celula (SCMC - "spontaneous cell

-mediated cytotoxicity") (Pross e Jondal, 1975) que ê independente da 

presença de anticorpo. 

3. Receptores e antigenios de membrana dos linfÕcitos humanos 

Apesar de apresentarem distintas vias de maturação e de medi 

arem diferentes funções imunolÕgicas, as subpopulações linfocitãrias 

são morfologicamente indistinguíveis. Assim, a metodologia mais precj_ 

sa e de mais fâcil execução para a identificação daquelas populações 

heterogéneas ê baseada nos marcadores de superfície de membrana ex

pressos pelos linfÕcitos. Aqueles marcadores incidem em duas catego

rias principais: receptores e antigênios. 

a. Receptores linfocitârios 

1 ) Receptores E 

- - * A formaçao espontanea de rosetas (rosetas E) por parte de uma 

* E de eritrõcito (de carneiro) 
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elevada proporçao (atê 90%) de linfõcitos humanos do sangue perifêri

co com eritrôcitos de carneiro, apõs centrifugação conjunta, foi pri

meiramente descrita por dois grupos de investigadores Coombs e col. 

(1970- b) e Brain ·e col. (1970) (Fig. 1.3 ). 

Eritrôcitos linfÕcitos T humanos Roseta E 
de 

carneiro 

Fig. 1.3. - Diagrama esquemãtico da formação de Roseta E, obtida 

apôs centrifuqação conjunta de eritrócitos de carnei

ro e linfÕcitos humanos . 

Desde então intensa investigação se tem desenvolvido com vis

ta a esclarecer tal fenómeno. Assim, foi posterionnente demonstrado 

que os linfôcitos que fonnam rosetas E são quase exclusivamente cêlu

las T (Fr~land, 1972; Jondal e col., 1972; Papamichael e col., 1972) 

alem de uma pequena proporção (1-6% dos linfócitos sanguineos) de cê

lulas B (Bentwich e col., 1973-a; Dickler e col., 1974; Haegert e col., 

1978 a). Pouco se conhece do mecanismo da fonnação da roseta E ou 

mesmo do seu significado funcional. Sabe-se no entanto que consiste 

num mecanismo que requer energia (Bentwich e col., 1973-b) pois que 

so ocorre com linfôcitos viãveis, possuidores de actividade metabÕli

ca. 

A reacção de roseta E ê extremamente sensível a variações das 

condições do meio em que se realiza; são condições Õptimas as obtidas 

pela incubação de 1 hora a 4QC do sedimento fonnado apôs centrifuga-
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ção dos linfõcitos humanos com eritrõcitos de carneiro . Rosetas E for 

madas em condições sub-Õptimas foram chamadas "activas" ou "primârias" 

( 
11 acti ve" ou "early",do inglês) em contraste com as "não activas 11 ou 

"ultimas" ("non-active" ou "late11
) que so se formam em condições Õpt.:!_ 

mas (Wybran & Fudenberg, 1973; Yu , 1975; Hokland e Heron, 1979). Alêm 

disso, rosetas "estãveis" têm sido definidas como rosetas rodeando ti-

mõci t os que, ao contrãrio das rosetas de linfÕcitos sanguíneos, se 

mantêm intactas mesmo apôs prol ongada incubação a 379C (Jondal e col., 

1972; Galili e Schlesinger, 1975). 

Como a reacção de roseta E ê relat i vamente instãvel e suscepti 

vel a rotura mecânica, diversos estudos se têm f eito para o desenvol vi

mento da técnica sempre com a intensão de se encont rar um método para a 

enumeração dos l.infÕcitos T e que ,por outro la_do, seja de fãcil repeti ção 

nos diversos laboratõri os. 'lerif icou-se pois que a f onnação de roseta E 

pode ser fortalecida e estabilizada pele adi ção ao ~ei o de reacção de 

soro humano AB (Bentwich e col ~,1 973-a) , soro de f eto bovino (Wybran e 

cal ., 1973) ou dextrano ou fico ll (Brown e col. , 1975) . 

Um outro processo de tornar a fonnação de roseta E mais forte 

e estãvel e o tratamento prêvio (ã reacção com os linfÕcitos) dos erj_ 

trõcitos de carneiro com AET (2-aminoetil-iso-tiouronio brometo hidra 

br001eto) (Kaplan e Clark , 1974), neurami nidase (Weiner e col . , 1973; 

Galili e Schlesinger, 1974; Gilbertsen e Metzgar, 1976) ou papaína 

(Wilson e cal., 1975) . O tratamento dos eritrõcitos com AET (E-AET) 

causa alterações estruturais da membrana celular induzidas pela cli

vagem das pontes S-S em molêculas da sua superfície externa (Chow e 

Kaplan, 1976); o tratamento com neuram1nidase (E-Nase) remove os ãcj_ 

dos siãlicos da superfície celular reduzindo assim a sua carga elê

ctrica (Seaman e Uhlenbruck, 1963); finalmente o tratamento dos eri

trõcitos de carneiro COOI a enzima proteolítica papafna (E-Pap) causa 

a libertação de peptídios da superfície externa da membrana do eri-
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trõcito. Todos estes tratamentos prévios dos eritrõcitos facilitam o 

contacto das membranas celulares dos eritrõcitos de carneiro com as 

dos linfÕcitos humanos e deste modo pennitem uma mais forte interac

çao dos respectivos receptores celulares, resultando pois numa 

intensificação da reacção de roseta E. Esta intensificação da reac

ção traduz-se quer no aumento do número de linfÕcitos que reagem com 

eritrõcitos quer no aumento do número de eritrõcitos que se ligam a 

cada linfõcito (E-Nase: Weiner e cal., 1973; Galili e Schlesinger, 

1974; Gilbertsen e Metzgar, 1976; E-Pap: Wilson e col., 1975; E-AET: 

Moore e Zusman, 1978). 

Num estudo comparativo daqueles marcadores convencionais de 

linfÕcitos T mostrãmos (Carvalho, 1983) que os eritrõcitos de carnei 

ro tratados com os diversos reagentes (AET, neuraminidase ou papaina) 

marcam a mesma população linfocitãria pois que todos os indicadores 

(E-AET, E-Nase e E-Pap) variam paralelamente a sua reactividade nas 

diversas suspensões linfocitãrias: linfÕcitos totais, suspensões de~ 

tituidas de linfÕcitos B e suspensões enriquecidas ou destituídas de 

linfÕcitos reactivos com cada um dos referidos indicadores . Pôde-se 

pois concluir que se se utilizarem condições óptimas para a reac-

ção de roseta E, qualquer dos indicadores é adequado para definir a 

população de linfÕcitos T. 

A estrutura da membrana linfocitâria envolvida na reacçao de 

roseta não é ainda conhecida. No entanto, estudos recentes com anti

corpos roonoclonais (AcMc) contra linfÕcitos T humanos,revelaram que 

o peptídio de P.M. 50.000 deve estar em associação com o receptor E 

dos linfõcito T, pois que da imensa variedade de Ad1c anti-T utiliz_! 

dos,apenas os que se ligam ã molécula de 50.000 daltons (Ad1c leu-5: 

Howard e col. 1981; AcMc 9.6: Karooun e col., 1981; AcMc 0-66: Bernard 

e col., 1982; AcMc OKT-11: Verbi e col., 1982) são capazes de inibir 

a reacção de roseta. 
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2) Receptores Fc 

Foi LoBuglio (1967) quem primeiro se referiu ao facto de al

guns linfÕcitos se poderem ligar a complexos de antigénio-anticorpo, 

-mas soem 1972 ficou definitivamente estabelecido que,quer no Rato 

(Basten e col., 1972-a, b; Cline e col., 1972; Grey e col., 1972; Lee 

e Paraskevas, 1972) quer no Homem (Dickler e Kunkel, 1972), tal li -

gação se deve ã porção Fc da molécula IgG. O receptor da membrana do 

1 i nfÕcito foi então designado por "receptor Fc 11 (Paraskevas e col.; 

1972). 

O receptor Fc pode ser demonstrado por diversas técnicas (revi~ 

to e discutido por Dickler, 1976), mas os métodos mais amplamente uti

lizados são os que empregam agregados de IgG ou complexos de eritrõci

to-anticorpo. O primeiro funciona como um complexo de antigénio-anti

corpo clâssico (Ishizaka e Ishizaka, 1960) e a sua )igaçâo a linfÕci 

tos pode ser detectada tanto por fluorescência (Di ckler e Ku nkel ,1972) 

como por autorradiografia (Anderson e Grey, 1974). 

EritrÕcitos revestidos de anticorpos IgG especifico para eritrõ 

cito (particulas EA: eritrõcito-anti corpo) é o método actualmente mais 

divulgado (Fig. l .4). Eritrõcitos para EA têm vindo a preparar-se a 

partir do sangue de Carneiro* (Cline e col., 1972), de Boi (Hallberg e 

col., 1973), de Homem (Brain e Marston, 1973) e de Galinha (Halloran e 

col., 1975). 

As condições para que os linfÕcitos formem rosetas com as parti_ 

cu las EA têm sido tema de grande controvérsia. De facto alguns investi 

* Eritrõcitos de carneiro não devem ser usados para partículas EA se forem 

destinadas a reacções com linfÕcitos humanos, pois que os eritrõcitcs 

de carneiro por si só reagem com os linfÕcitos T humanos. 
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Fig. 1.4. - Diagrama esquemãtico da fonnação de rosetas EA e EAC, 

Eritrõcitos sensitizados com anticoroas específicos 

formam particulas EA que identificam os linfócitos Pº! 

suidores de receptores Fc. A adição de complemento (d~ 

ficiente em CS) ãs particulas EA fonna partículas EAC 

que identificam os linfócitos possuidores de receptores 

de compleirento. 
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gadores (Parish e Hayward, 1974) observaram que a formação de roseta 

EA era dependente da temperatura de reacçao enquanto que outros (Kra!!! 

mer e col., 1975) descreveram que o simples contacto fisico (aquando 

da centrifugação conjunta dos linfÕcitos com as particulas EA) era su .-
ficiente para obtenção de reacção mãxima, Por outro lado Parish e Hat. 

ward (1974) mostraram que inibidores metabÕlicos bloqueavam a forma-

çao de roseta EA enquanto que Ramasamy e Lawson (1975) nas mes 

mas condições não observaram qualquer efeito de inibição da reacçao 

de roseta EA. 

Alem dos receptores para a porção Fc da IgG (receptor Fcy ou 

RFcy) hã pequenas populações de linfõcitos que também expressam rece

ptores para as porções Fc da IgM (RFcµ) (Moretta e col., 1975), da 

IgA (RFca) (Gupta e col., 1979; Lume col., 1979) e da IgE (RFct) 

(Gonzalez-Molina e Spiegelberg, 1977). 

Um grupo de investigadores italianos chefiado por Moretta tem 

vindo a desenvolver aturado estudo sobre a relação de expressão de 

RFcy e RFcµ pelos linfócitos T humanos activados in vitro por mitoge

nios (Moretta e col., 1976;1977;1978a ,b;l979b;l980; 198la,b;l 983a).A:;sociaram 

a expressão de RF cµ ã activi dade indutora dos 1 i nfõcitos T e a presença 

de RFcy ã função supressora dos linfÕcitos T in vitro (Moretta e co l., 

1977, 1980, 1983) e in vivo , em condições patogénicas (Moretta e col., 

1979). Sendo pequena a proporção de linfÕcitos (<5%) que expressam 

RFca e RFct tem havido dificuldade no estudo de tais receptores de 

membrana e pouco se conhece da sua função imunolÕgica, 

3) Receptores de complemento 

Uhr (1965) foi quem primeiro descreveu que urna população de 
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linfôcitos humanos era capaz de se ligar a complexos de antigênio-antj_ 

corpo-complemento. Desde então receptores de complemento foram en

contrados em variadas cêlulas humanas como plaquetas sanguíneas, eri

trôcitos, macrôfagos, polimorfas e em linhagens de alguns tumores. 

Nos linfôcitos do sangue perifêrico humano identificaram-se 

dois tipos de receptores de complemento (Ross e cal., 1973): o recee_ 

tor b (aderência imune)a que se liga C3b (um produto de clivagem 

do componente C3 apôs acção da enzima convertase C3) e o reoevtor d 

a que s:eliga C3d (um dos produtos formados a partir de C3b apôs ac

ção do inactivador C3b) (Revisto por Bianca, 1977). 

Os receptores de complemento são geralmente detectados por 

reacçao de roseta com particulas EAC (eri trõcito-anticorpo-compleme~ 

to) que são obtidos de eritrôcitos primeiramente revestidos de anti

corpos IgM específi cos para eritrõcito. e seguidamente incubados com 

soro de murganho de uma estirpe deficiente em C5 (Ross e Polley,1976) 

(Fig . 1.4). Esta deficiência natural do componente C5 do complemento 

penTJite uma interrupção na sequência da acçao do complemento e desta 

forma evita- se alise do eritrõcito indicador (EAC). 

Como alternativa ao mêtodo de roseta EAC, podem ser detectados 

receptores de comp lemento por partículas de zimogênio revestidas 

de complemento (Mendes e cal., 1973; Huber e Wigzell, 1975) ou por 

imuno-complexos radiomarcados, contendo complemento (Eden e cal., 

1973). 

b. Antigênios linfocitãrios 

Os linfÕcitos humanos expressam aloantigênios de superfície 

codificados pelo complexo de histocompatibilidade principal, denomi 
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nado HLA ("human leukocyte antigen"). Aqueles aloantigênios têm vindo 

a ser detectados por técnicas serolÕgicas utilizando-se, como fonte 

de anticorpos específicos contra antigénios HLA, soros de: (i) mulhe

res multíparas, (ii) receptores de diversas transfusões sanguineas e 

(iii) primatas imunizados com linfÕcitos humanos. 

Imunoglobulina de superf1cie e outros antigénios linfocitãrios 

têm-se detectado com hetero-antisoros e, mais recentemente, com anti

corpos monoclonais. Estes ultimas têm-se mostrado extremamente Üteis 

nao sona definição de populações linfocitãrias mas também na delinea 

ção de vãrios estados de maturação (ver Fig. 1.2) (Reinherz e Schlos

sman, 1980 )- e de activação (Corte e cal,, 1981). 

Têm-se desenvolvido vãrios métodos para a detecção de 

antigénios linfocitãrios sendo os de uso mais generalizado: (i) citot~ 

xicidade mediada por complemento,(ii) imunofluorescência e (iii)reacções 

de roseta. 

1) Citotoxicidade mediada por complemento 

-A tipagem de haplotipos HLA e geralmente realizada por citoto-

xicidade mediada por complemento que é uma técnica baseada na susce

ptibilidade da lise dos linfÕcitos na presença de anticorpo especifi

co e complemento (Fig. 1.5. a). As cêlulas lisadas podem então seres 

timadas pela coloração com corantes especificas para células mortas 

(por exemplo azul de tripano) (Humphrey e Dourmashkin, 1969) ou pela 

libertação de 51 cr de células previamente marcadas (Wigzell, 1965). 

A citotoxicidade mediada por complemento embora sendo uma té

cnica simples e de fácil utilização,apresenta algumas desvantagens: 

(i) a citotoxicidade depende da resistência relativa dos diver-
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Fig. 1.5. - Diagrama esquemâtico das têcnicas imunolÕgicas mais 

generalizadas para identificação de linfÕcitos pos

suidores de antigénios de superficie. 
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sos tipos de celulas; (ii) diferentes remessas de complemento aprese.!)_ 

tam diferentes niveis de eficiência litica, (iii) alguns anti-soros, 

particulannente alguns anticorpos monoclonais, reagem com linfÕcitos 

mas não fixam complemento, e por consequência podem dar falsos resul

tados negativos e (iv) o mêtodo não e quantitativo, permitindo apenas 

selecção negativa de populações l infocitãrias. 

2) Imunofluorescência 

Populações linfocitãrias portadoras de detenninado antigénio 

podem ser identificadas por fluorescência, quer por teste directo 

quer por teste indirecto. No teste directo os l infÕcitos são directa

mente ligados a anticorpos especificos marcados com fluoresceina 

(IFD: imunofluorescência directa) (Fig. 1 .5. b1), No teste indirecto 

os linfÕci tos revestidos de anticorpos (19 reagente) são visualizados 

através de um segundo anticorpo (marcado com fluoresceina) especifico 

-para o primeiro anticorpo , isto e , uma imunoglobulina anti-imunoglob~ 

1 ina fluorescente (Fig. 1.5. b2) . 

Os linfÕcitos fluorescentes podem então ser determinados por 

contagem ao microscÕpio de fluorescência ou por contagem automãtica 

obtida pelo FACS ("fluorescent-activated cell sorter'"}.O FACS tem a 

grande vantagem de poder: (i) quantificar, (ii) seleccionar, (iii) re 

cuperar separadamente a população marcada com fluorescência da popul_! 

çao nao marcada e (iv) apresentar os resultados computarizados sob a 

fonna algebrica ou grâfica. Tem contudo o inconveniente de ser um pr~ 

cesso demorado devido ã anâlise de .célula apõs cêlula, restringindo . 

assim o numero de cêlulas a serem processadas. t no entanto o ele 

vado custo de aquisição e manutenção de tão sofisticado aparelho que 
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impede a utilização generalizada deste método tão eficiente. 

3) Reacção de roseta antiglobulina directa (RRAD) 

A RRAD consiste na reacção de linfÕcitos com eritrõcitos conj~ 

gados (método de CrC1 3) com imunoglobulina anti-imunoglobulina, reali 

zada durante uma sõ centrifugação (Fig. 1.5.c). Os linfõcitos que ex

pressem imunoglobulina de superfície (células B) formam rosetas que 

podem ser facilmente quantificadas em microscopia Õptica. 

O procedimentc para a realização da RRAD bem como a sua utili

zaçao na detecção de linfÕcitos portadores de imunoglobulina (Ig) no 

Homem e noutras espêcies animais foi descrito por Coombs e col .(1977). 

t de esoecial importância a escolha do eritrõcito ao qual se conjuga 

a Ig anti-Ig assim como o seu tratamento enzimâtico prêvio de forma a 

conferir maior sensibilidade ao teste (Coombs e col ., 1977; Carvalho, 

1983). 

A conjugação da Ig anti-Ia aos eritrõcitos ê realizada pela 

reacção com CrC1 3 aue de uma forma ainda pouco clara interfere com a 

oorcao Fc da Ig, evitando assim a sua liqação ao receotor Fc do lin

fócito (Haegert e col., 1978), 

Outra característica apresentada pela RRAD e a 

sua capacidade de separacão dos linfÕcitos reactivos dos não rea

ctivos pela centrifugação da suspensão celular usada na RRAD, em gra

diente de densidade. Obtêm-se assim a destituição (ou remoção) da po

pulacão linfocitãria portadora de Ig de superfície (Parish e Hayward, 

1974). 
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C. A CONTROVERSIA NA DEMARCAÇÃO DE POPULAÇÕES DE LINFÕCITOS 

DO SANGUE HUMANO; OBJECTIVO$ DO PRESENTE ESTUDO. 

No inicio dos anos 70 tinha-se como certo qµe os linfõcitos B 

eram possuidores dos seguintes marcadores de membrana: (i) imunoglo

bulina de superfície membranar (IgSm) (Pernis e col., 1971), (ii) r! 

ceptores da porção Fc de imunoglobulina (Cline e col., 1972; Jondal, 

1974), (iii) receptores de complemento C3 (Bianco e col ., 1970) e 

(iv) molêculas "Ia-like" ou HLA-DR {Schlossman e col., 1976). Pel o 

contrârio os linfÕcitos T eram definidos pela ausência daqueles mar

cadores e capazes de formarem rosetas can eri trõcitos de carneiro (Lay 

e col., 1971; Jondal e col., 1972). 

Com o desenvolvimento da tecnologia e de estudos mais cuidados 

foi s~rgindo alguma controvérsia sobre esta distinção estanque de 

linfÕcitos B e T, com marcadores de membrana especificas para cada 

população. 

Assim, verificou-se a existência de uma população nula ("null 

population") primeiramente descrita por Froland e Natvig (1973) que 

não expressava IgSm nem receptores para eritrõcitos de carneiro. Es

ta população tem sido fonte de grande controvérsia, representando 0% 

(Haegert, 1978 a, b; Pepys e cal., 1981) ou ate 20% (Horwitz e Lobo, 

1975) dos linfÕcitos totais do sangue perifêrico humano. 

Foi tambêm descrita a existência de uma pequena popula-

ção de linfÕcitos (<5%) possuidores de ambos os marcadores de célu

las B e T, isto é, linfÕcitos que expressam IgSm e formam rosetas E 

(Dickler e cal., 1974; Haegert e cal., 1978). Esta população dupla

mente marcada pode aumentar de proporçao se se exposerem os rece-
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ptores E encobertos em alguns dos linfÕcitos B apos tratamento com 

neuraminidase (Bentwich e col., 1973-b) com fosfolipase A (Hanaumi e 

col., 1976) ou com proteinas bâsicas (Hokland e col., 1981). 

Verificou-se tambem a existência de uma pequena proporçao de 

linfÕcitos sanguineos que ligam avidamente Ig pelos seus receptores Fc 

mas que nao expressam Ig intrinseca. Ao conjunto de tais li nfõci tos 

chamou-se "subpopulação L" ( Horwitz e Lobo, 1975) e "terceira po-

pulação" ( Ferrarini e col., 1980). Estes mesmos linfÕcitos, apos 

tratamento com neuraminidase, formam tambêm rosetas com eritrõcitos de 

carneiro (Ferrarini e col., 1975), sugerindo pois que 

constituem uma subpopulação de linfÕcitos T, portadores de rece

ptores Fc. 

Do mesmo modo, estudos aturados mostram que os linfôcitos por

tadores de receptores de complemento constituem parte não sõ da popu

lação B (IgSm+) mas tambem da população nula (Hokland, 1981) . 

As celulas assassinas "K", ("Killer cells") actuantes no teste 

ADCC (ensaio de citotoxicidade celular dependente de anticorpo), fo

ram incluidas por Chess e col. (1975) na população possuidora de re

ceptores de complemento, enquanto que Horwitz e Garret (1977) e Fer

rarini e col. (1975; 1980) as incluiram respectivamente na "população 

L" e na "terceira população", populações estas possuidoras de rece

ptores Fc mas desprovidas de receptores de complemento, As cêlulas NK 

("natural killer") que espontâneamente lisam celulas tumorais in vi 

tro no teste SCMC (ensaio de citotoxicidade espontânea mediada por 

celula) têm sido incluídas nas populações IgSm+, T+ (formadora de ro 

setas E) e nula (West e col. , 1977; Eremin e col ., 1978). 
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Reinherz & Schlossman (1980) identificaram antigênios nos li_!! 

fÕcitos T denominados r4 e r518 que definem subpopulações distintas, 

respectivamente, a T-auxiliar e a T-supressora . 

A molêcula antigénica Ia caracterizada no murganho (Shreffler 

e Davis, 1975) e denominada no Homem HLA-DR ou 11 Ia-like 11 (Schlossman 

e col., 1976) faz parte do sistema antigénico de histocompatibilidade 

e estã envolvido no reconhecimento celular de antigénio e interacções 

celulares (Puri e Lonai, 1980; Reinherz e t al., 1983) . Estudos ini

ciais com alo-antisoros mostraram que o antigénio HLA-DR estava pre

sente nos linfÕcitos B (IgSm+) e numa pequena proporção de células 

IgSm- e T- (Winchester e col ., 1975-a; Winchester e col., 1976; 

Schlossman e col., 1976); posteriormente aqueles antigénios foram ta_!!! 

bem encontrados numa reduzida subpopulação de linfÕcitos Tem repou

so (Fu e col., 1978) e na maioria ·dos linfÕcitos T activados (Evans 

e col., 1978; Reinherz e col., 1980; Fukui e col., 1984). 

Desta breve resenha torna-se evidente a actual indefinição e 

controvérsia sobre a demarcação de populações linfocitãrias do san

gue periférico humano. t pois nosso objectivo identificar as diver

sas populações linfocitãrias do sangue humano e, ao avaliarmos are 

lação entre cada par de marcadores celulares, determinaremos o grau 

de intercepção das diferentes populações linfocitãrias. 

Definiremos as populações linfocitãrias pelos receptores e 

antigénios expressos na membrana celular. Deste modo, procederemos 

ã detecção de linfÕcitos possuidores de (i) receptores E (recepto

res para eritrõcitos de Carneiro), (ii) receptores da porção Fc da 

IgG, (iii) imunoglobulina de superficie membranar (IgSm), (iv) ca

deia leve K da IgSm, (v) antigénio HLA-DR monomõrfico definido por 

um anticorpo monoclonal (AcMc YCL 6.8) e (vi) antigénio YTH 12.5 
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definido pelo anticorpo monoclonal (AcMc YTH 12.5) cuja especificid~ 

de para linfÕcitos T serâ analizada. 

Mostraremos que as populações linfocitârias assim definidas 

por marcadores de membrana não constituem compartimentos celulares 

separados mas antes se interpenetram. Esta sobreposição de populações 

apresenta um carâcter dinâmico, uma vez que a sua extensão ê alterada 

apôs estimulação (por mitogênios, alo-antigênios ou antigénios virais) 

ou apôs inibição (por drogas imunodepressoras) como provaremos em es

tudos realizados em culturas celulares e em doentes imunodeprimidos. 

D. ESCOLHA E DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA A APLICAR NO 

PRESENTE ESTUDO 

Sendo a imunoglobulina de superficiede membrana(IgSm) o rece

ptor antigenico dos linfÕcitos B (Pernis e col., 1971), aue em con

iu nto com um seaundo sina l independente daauele receptor Ig causa a 

estimulacão e desencadeia a expansão clonal das células B (Coutinho 

e Moller, 1974), vamos designar por linfÕcitos B as célu las linfÕides 

que no estado de repouso expressam IgSm intrinseca . Serâ pois indife 
+ 

rente referirmo-nos a linfocitos B ou a cêlulas Ig • 

1 . . A escolha da RRAD para identificacão de linfÕcitos B 

O metodo mais generalizado para identificar os linfocitos B é 

a imunofluorescência directa (IFD) (vêr Fig. 1 .5.b1) que utiliza imu 

noglobulina anti-imunoglobulina (anti-Ig) marcada com fluoresceina, 

directamente contra a IgSm dos linfÕcitos (Aiuti e cal., 1974; Vite_! 

ta e Uhr, 1975). A aplicação directa de anticorpos anti-Ig numa pop~ 

lação de linfócitos oode originar falsas interpretações quanto ã de

terminacão de cêlulas portadoras de IgSm intrinseca devido ã possib.:!_ 

lidade de ligação de Ig do meio ã membrana do linfÕcito pelos seus 

receptores Fc (RFc). Esta dificuldade oode, no entanto, ser ultra-
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oassada quer pela incubação previa dos linfôcitos a 379C em meio 

isento de soro (Kumagai e col. , 1975; Lobo e col ., 1975) ou em meio 

ãcido (Kumagai e col., 1975) antes da adição da anti-Ig, quer utili-

zando reagentes anti-Ig (Fab') 2 pois que sendo desorovidos da porçao 

Fc (devido ã clivagem do anticoroo pela pepsina) não se podem ligar 

ao RFc do linfôcito (Winchester e col., 1975-b: Winchester e Fu,1976~ 

Coombs e colaboradores desenvolveram em Cambridge testes de ro 

seta que apres entam vantagens sobre a IFD na demo nstração de IgSm. 

Na reacção rle roseta antiqlobulina mista (RRAM) os linfôcitos 

sao primei ramente incubados com anticorpo anti-Ig livre e posterior

mente centrifugados conjuntamente com eritrôcitos indicadores. isto 

é, revestidos de anticorpos contendo determinantes antigénicos espe

cíficos para o anticorpo anti-Ig: observa-se reacção de roseta quan

do os grupos livres do nnticorpo anti-Ig f i xo ã membrana do linfôci

to se ligam ao eritrôcito indicador, pelos determinantes antigénicos 

do anticorpo oue reveste o eritrôcito (Coombs e col ., 1969; Coombs e 

col .• 1970-a). Neste teste n~o hã interferência dos RFc porque mesmo 

que o anticorpo anti-Ig se ligue ao RFc do linfôcito, aquele ficai.!!_ 

capaz de reagir com os determinantes anti génicos presentes nos anti

corpos que revestem os eritrõcitos (Haegert, 1978 a,b) . 

Na reacção de roseta antiglobulina directa (RRAD) (vêr fig. 

1.5.c) o anti corpo anti-Ig ê conjugado a eritrÕcitos indicadores (por 

meio da reacção com CrC1 3) e depois centrifugado conjuntamente com 

linfõcitos: ocorrre reacção de roseta se os linfócitos possuírem Ig 

para o qual o anticorpo anti-Ig, conjugado a eritrõcitos, ê especif.:!_ 

co (Giuliano e col., 1974; Coombs e col., 1977; Ling e col., 1976, 

Haegert e col., 1978) : O CrC1 3 utilizado na reacçao de conjugação 

do anticorpo ao eritrõcito interfere com a porção Fc do anticorpo, 

tornando-o pois incapaz de reagir com o RFc do linfÕcito (Haegert e 
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col., 1978); evita-se assim uma potencial complicação na enumeraçao 

dos linfÕcitos possuidores de IgSm. 

Alêm de evitar complicações de formação de rosetas via Rfc,quer 

a RRAD (Haegert e col., 1978; Binns e col ., 1979) quer a RRAM (Haegert, 

1978-a,b) são têcnicas mais sensíveis que a IFD. De facto, aquelas re

acções de roseta demarcam uma subpopulação de linfÕcitos B (IgSm+) que 

ê IgSm- pela têcnica IFDmasquesintetiza e expressa baixa densidade de 

IgSm (Haegert e Coombs, 1979); foi então sugerido (Haegert e Coombs, 

1979) que a definição de linfÕcitos B fosse ampliada de forma a in

cluir nao sõ as cêlulas IFD+ (marcador convencional de linfÕcitos B) 

- - - + - - + mas tambem as celulas IFD RRAD ; a populaçao IFD, Haegert e Coombs 

(1979) chamaram B maior e ã IFD- RRAD+, B menor. 

Optãmos pelo critêrio sugerido por Haegert e Coombs (1979) para 

definição de população B e referir-nos-emos ao longo deste trabalho in 

diferentemente a linfÕcitos B e a cêlulas Ig+ 

de roseta. 

detectadas por reacçao 

Tanto a RRAM como a RRAD realizadas em Õptimas condições-isto 

ê, RRAM com linfÕcitos fixados em formaldeido (Hallberg e col., 1973) 

ou tratados com neuraminidase (Haegert, 1978 b) e RRAD com linfÕcitos 

vivos (Coombs e col., 1977)-dão idênticas percentagens de linfÕcitos 

reactivos (Coombs e col., 1977). 

No entanto, a RRAD apresenta algumas vantagens relativamente a 

RRAM: (i) a reacção ê mãxima com linfõcitos vivos, de forma que os li~ 

fÕcitos uma vez isolados e lavados estão prontos para serem testados; 

(ii) o procedimento ê mais rãpido, requerendo apenas uma so centrifug! 

ção de linfÕcitos com eritrõcitos indicadores; (iii) pode ser facilme~ 

te utilizada para detectar determinantes específicos de classes de Ig, 
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contrariamente ã RRAM,pois que ê bastante dif1cil produzir satisfatõ

rios eritrõcitos indicadores revestidos de IgA, IgD ou IgE; (iv) a 

conjugação de anticorpo ao eritrõcito indicador pode ser alargado a 

determinantes antigênicos diferentes de Ig; e finalmente (v) a RRAD 

pode ser usada para isolar populações (por exemplo, linfócitos B de 

T) a partir de uma população linfocitãria mista. 

Por todas as razões acima expostas, decidimo-nos pela utiliza

çao de RRAD para detecção dos linfócitos B. 

2. Anticorpos monoclonais (AcMc) 

A nova tecnologia de fusão celular desenvolvida por Kohler e 

Milstein (1975) permite a produção de clones "imortais" de células se 

cretoras de anticorpos de uma Ünica especificidade: anticorpos mono

clonais (AcMc). Esta técnica consiste na fusão de linfócitos B normais 

(produtores de anticorpos) com células de uma linhagem tumoral apro

priada (mantêm a imortalidade dos clones). Os hibridomas assim obti

dos são separados das cêlulas não fundidas,colocando-as em meio de cultu 

ra selectivo que apenas permite a sobrevivência das cêlulas fundidas 

ou hibridomas. O isolamento de hibridomas individuais ê então realiza 

do por diluições sucessivas ou por sementeira em placa. Estes clones 

podem desenvolver-se quer em meios de cultura quer em liquido asc1tico 

do rato ou do murganho; ê, no entanto, no liquido ascitico que se ob

têm extraordinãrias produções de AcMc. 

Convêm frisar que um anti-soro mesmo que muito bem desenvolvi

do contem cerca de 90% de imunoglobulinas com pouca ou nenhuma afini

dade para oantigênio,e que os prÕprios "anticorpos especificos" represe~ 

tam um espectro de moléculas com diferentes afinidades para diversos 
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determinantes do antigênio. Pelo contrãrio, um determinado tipo de 

AcMc contêm molêculas todas idênticas (isto ê, mesma classe de Ig, 

alotipo, região variãvel, estrutura, afinidade e especificidade) pois 

que todas elas provêm de um unico hibridoma. 

A produção de diversos AcMc contra antigênios de superfície c~ 

lular tem permitido a investigação de determinantes antigênicos espe

cíficos de linfÕcitos, diferentes de IgSm , _ facilitando pois a definj_ 

ção de populações linfocitãrias. Tem-se vindo a aplicar a têcnica de 

imunofluorescência indirecta (ver Fig. 1.5. b2) na qual os linfÕcitos 

sensibilizados com o AcMc são detectados com um anti-soro (policlonal) 

marcado c001 fluoresceina, contra a Ig do AcMc: as cêlulas positivas 

podem ser enumeradas ao microscõpio de fluorescência e separadas das 

cêlulas negativas pelo aparelho FACS (fluorescent-activated cell sor

ter) (Reinherz e Schlossman, 1980). 

O FACS tem sido ultimamente muito utilizado mas é uma têcnica 

deveras dispendiosaequeleva muito tempo para analizar e separar fra~ 

çoes celulares, impondo pois limitação do numero de cêlulas a proces

sar. Para suprir este problema Egeland e Lea (1982) aplicaram a tê

cnica da reacção de roseta indirecta: as células linfÕides sensibili

zadas com AcMc (classe IgG, desenvolvido em murganho) foram centrifu

gadas conjuntamente com eritrõcitos conjugados com um soro de coelho 

anti-IgG de murganho. 

Ao contrãrio da RRAD que utiliza anticorpo conj ugado a eritrõ

citos, a sensibilização de linfÕcitos com AcMc livre (quer no FACS 

quer na reacção de roseta indirecta) não exclui a possibilidade de li 

gação não especifica do AcMc pela sua porção Fc ao receptor Fc do lin 

fÕcito, pelo que devem ser realizados controlos adequados. 
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3. Adaptação da RRAD ao uso de AcMc no teste RRAdD 

Sendo nosso objectivo marcar os linfÕcitos possuidores de antj_ 

génios definidos por anticorpos monoclonais, e tendo em consideração 

as vantagens anteriormente mencionadas da RRAD, decidimos adaptar e~ 

te teste ao uso de anticorpos monoclonais (Carvalho, 1983). Assim, a 

"reacção de roseta anti-gl.obu l ina directa", ou RRAD, que utiliza im~ 

noglobulina sêrica (policlonal) anti-Ig conjugada a eritrõcitos indj_ 

cadores pela acção do CrC1 3 (vêr Fig. 1.5.c) foi modificada, e usou

-se AcMc anti-determinante antigénico conjugado a eritrõcitos, notes 

te designado por "reacção de roseta anti-determinante directa" ou 

RRAdD. 

Estas têcnicas de reacção de roseta sao teoricamente simples 

e, de facto, quando a têcnica estã bem apurada,os resultados são cla

ros e de fâcil repetição. A dificuldade consiste unicamente na obten

çao de condições Õptimas para o teste, uma vez que manuseamos material 

biolÕgico, tal como eritrõcitos provenientes de diversos animais. 

Podemos pois dizer que a sensibilidade do teste RRAD bem como 

a sua clareza de leitura (por vezes dificultada devido ã autoaglutina 

çao de eritrõcitos conjugados com Ig) depende dos variados factores 

que foram objecto de detalhado estudo ,apresentado no 49 capitulo da 

nossa tese de M.Sc. (Carvalho, 1983). 

De uma forma sucinta podemos afirmar que os pontos mais sen

siveis e que requereram maior cuidado na modificação do teste RRAD em 

RRAdD foram os seguintes: (i) proveniência dos eritrõcitos para con

jugar o AcMc (isto ê, Boi, Carneiro ou Burro), (ii) tratamento enzimi 

tico dos eritrõcitos antes da conjugação, (iii) concentração do AcMc 
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e tipo de diluente usado para conjugação aos eritrõcitos e (iv) con

centração do CrC1 3 para realizar a conjugação. 

Descrevemosjã(Carvalho, 1983) que o tratamento dos eritrócitos 

de carneiro com tripsina constitui o melhor sistema para prosse-

guir a conjugação de AcMc anti-linfõcitos de rato,feito emmurganhos; 

tais eritrõcitos indicadores foram usados em reacçoes de roseta 

(RRAdD) para estudos com linfÕcitos de rato (59 capitulo da tese de 

M.Sc.: Carvalho, 1983). Pelo contrãrio, a hidrÕlise proteolítica con

ferida pela papaina, em vez de tripsina, nos eritrõcitos de boi,for

neceram melhores resultados para a conjugação de AcMc feitos em rato 

e contra linfócitos humanos (Carvalho, 1983). Note-se que urna vez en

contradas as condições Õptimas para conjugação, os eritrõcitos devem 

ser sempre obtidos do mesmo ani mal pois que diferentes animais podem 

apresentar diferentes graus de auto-aglutinabilidade de eritrõcitos 

(Gleeson-White e col ., 1950), sendo os mais eficazes na conjugação p~ 

ra o teste RRAD, os eritrõcitos mais aglutinãveis (Coombs e col.,1977). 

Relativamente ã diluição Õptima dos diversos AcMc testado~ ve-

rificou-se que esta devia ser realizada numa solução de lg normal, 
* pois que em NaCl os eritrõcitos tendiam alisar; hã pois necessidade 

de manter um equilibrado nível proteico (Ig) para que a conjugação se 

realize nas melhores condições (Carvalho, 1983). No entanto a concen

tração Õptima de AcMc para a conjugação era variãvel e deste modo con 

cluiu-se que para cada reagente serã sempre necessãrio fazeruma titula 

ção. A concentração Õptima de CrCl 3 era de 0,021 % na proporção de 

l:1:2(V/ V/ V)de eritrõcitos, AcMc e CrCl 3, respectivamente. 

* Na reacçao de conjugação nao se deve utilizar qualquer solução tam

pão contendo fosfato, pois que inibe a acção do CrC1 3. 
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Uma vez estabelecidas as condições Õptimas para conjugação da 

Ig ao eritrõcito, por meio do CrC1 3, o método de reacção de roseta 

quer RRAO quer RRAdD, torna-se extremamente eficiente pois e de rã-

pida e fâcil aplicação. A Fig. 1.6 mostra o aspecto de uma RRAdD 

quando observada ao microscõpio Õptico. 

Fig. 1.6. Aspecto tipice de reacção de roseta, usando eritrõ 

citas de boi tratados com papaina e conjugados com 

o AcMc YCL6.8. R - roseta; L - linfÕcito livre. 

4. Desenvolvimento de técnicas para determinação de populações 

linfocitãrias duplamente marcadas 

Foi primordial objectivo do estudo apresentado na tese de M.Sc. 

(Carvalho, 1983) o desenvolvimento de técnicas que permitissem deter-
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minar a intercepção de duas populações linfocitârias definidas por 

dois marcadores de membrana. Assim, tanto o método de destituição (ou 

remoção) de populações linfocitârias (Fig.1.7), como o método de reac 

ção de roseta mista (Fig.l .8) , permitiram a demarcação de quatro sub

populações linfocitârias definidas por cada par de marcadores de mem-
+ - + + - + - -brana (X e Z, por exemplo): X Z, X Z, X Z e X Z . 

a. Têcnica de destituição celular 

Esta têcnica foi pormenorizadamente apresentada e discutida no 

49 capitulo da nossa tese de M.Sc. (Carvalho, 1983). De uma forma bre

ve podemos referir que o procedimento da destituição celular (Fig. 1.7) 

consiste em quatro fases: 

l - ~RAO (ou RRAdO): la - com marcador X 

ou lb - com marcador Z 

2 - Centrifugação em gradiente de densidade de la ou lb para 

separação das rosetas (isto ê, linfôcitos x+ ou z+, resp~ 

ctivamente) dos linfôcitos não reagidos (isto ê, linfôci

tos X- ou z-, respectivamente). 

3 - Recuperação dos linfÕcitos destituídos de X ou de Z (isto 

é, suspensões celulares x- ou z-, respectivamente) e sub

sequente teste de RRAD com marcador Z ou marcador X, res

pectivamente. 

4 - Calculações matemâticas para quantificação das 4 subpopu-

- + - + + - + - -l açoes : X Z, X Z , X Z e X Z. 

Consideremos apenas os câlculos para uma sõ destituição celu

lar, por exemplo destituição de linfôcitos Z. Para facilitar a expl.:!_ 
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TtCNICA DE DE STITUIÇAO CELULAR 

0 o0 
+ is.o o º~-:0:Ú 

Linfõcitos Eritrõcitos conjugados @dom anticorpo Z 

ºo@ 
l 

Linfócito º@ 
Eri tr-ôci t0s 

conjugados com 
Anticorpo x+ 

x+z-

Fig. 1.7. - Diagrama esquemãtico do método de destituição celu
lar. Apôs a reacção de fonnação de roseta dos linfõ

citos com eritrõcitos conjugados com o anticorpo Z, 
a suspensão celular (constituída de linfõcitos z+ e 
z-) é centrifugada em Ficoll/Hypaque (F/H) . Os linf§_ 
citas não formadores de rosetas (Z-) obtidos da in
terface do F/H são levados a reagir com os eritrõci 
tos indicadores conjugados com o anticorpo X, detec 

tando-se linfÕcitos x-z- e x+z-. 
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caçao tomemos os seguintes valores arbitrários obtidos numa experiên

cia fictícia: 

linfÕcitos + total 20% X na suspensao = 

li nfÕci tos + total 40% Z na suspensao = 

linfócitos x+ na suspensao destituída de z = 25% 

linfÕcitos z+ na suspensao destituída de z = 0% 

A subpopulação duplamente marcada (X+z+) será aquela que foi 

removida aquando da destituição celular pelo marcador Z para além das 

- - + -celulas X Z. Esta subpopulaçao duplamente marcada pode ser quantifi-

cada pela diferença da contagem directa do total de células x+ (20%) 

- + - -e o valor calculado para as celulas X Z na suspensao total a partir 

da contagem das células x+ obtidas na suspensão destituída de Z (25%). 

Os cãlculos efectuam-se da seguinte maneira: 

(i) os linfÕcitos z+ na suspensão total eram 40~ 

(ii) a suspensão celular destituída de linfÕcitos Z (suspensão 

z-) constituía pois 60% (100%-40~=60%) da suspensão total. 

(iii) então os linfÕcitos x+ que constituíam 25l da suspensao 

Z , correspondem na suspensão total a 15% das células: 

linfÕcitosX+ em suspensao Z x linfÕcitos z- na suspensao total 

100% 

ou 25% x 60% = 15% (X+ z- na suspensao total) 
100% 

Esta é a subpopulação x+z-

(iv) 20% dos linfõcitos totais eram x+, incluindo tanto os x+z-

como os x+z+ . Sendo 15% a subpopulação x+z- (alínea 

- - + + -iii), entao a subpopulaçao X Z sera 5% (20%-15% = 5%). 
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(v) 40% dos linfõcitos totais eram z+, incluindo tanto os x-z+ 

++ - ++ T como os X Z. Sendo 5% a subpopulaçao X Z (al1nea iv ), 

então a subpopulação x-z+ serã 35% (40%- .5%=35%). 

(vi) a soma das 3 subpopulações positivamente marcadas corres

ponde a 55% dos linfÕcitos totais (15%+5%+35% = 55%) don

de 45% (100%-55% = 45%) são linfÕcitos não reactivos com 

qualquer dos marcadores e corresponde pois ã subpopulação 

X Z • 

Por estes cãlculos e-nos portanto possivel determinar a inter

cepçao (subpopulação x+z+) de 2 populações (X e Z), bem como demarcar 

quantitivamente as subpopulações marcadas por um, mas nao por outro 

reagente (subpopulações x+z- e x-z+) e ainda a subpopulação nao marca 

da por qualquer dos reagentes (subpopulação x-z-). 

b. Reacção de roseta mista (RRM) 

A RRM constitui um método que desenvolvemos (Carvalho, 1983) a 

partir da RRAD e que permite quantificar por leitura directa as 4 su~ 

populações (X+z-, x+z+ , x-z+ e X Z) definidas por dois marcadores de 

membrana (X e Z) . Neste método os linfõcitos são centrifugados simul

tâneamente com dois tipos de eritrõcitos (X e Z) sendo um destes (X, 

por exemplo) marcado com fluoresceina (~ig .1. 8).0s linfÕcitos podem e~ 

tão reagir de quatro modos, conforme contentem determinantes antigéni

cos ou receptores para: (i) ambos os eritrõcitos indicadores e assim 

formam rosetas mistas que constituem a subpopulação x+z+; (ii) apenas 

os eritrõcitos fluorescentes, e assim formam rosetas fluorescentes que 

constituem a subpopulação x+z- ; (iii) apenas os eritrõcitos não fluo

rescentes, e assim formam rosetas não fluorescentes que constituem a 
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REACÇÃO DE ROSETA MISTA 

~:: gg:q 
Eritrõcitos marcados Eritrõcitos não marcados 

com F ITC com F ITC 
conjugados com a~s;::zdos com anticorpo Z 

o 
X Z 

Fig. 1. 8. - Diagrama esquemãtico da técnica de reacçao 
de roseta mista (RRM) . Eritrõcitos marcados 
por fluoresceína e não marcados são conjug~ 
dos, respectivamente com anticorpo X e anti:_ 

corpo z. Ambos os eritrõcitos indicadores 
são levados a reagir com os linfócitos, d~ 
tectando-se linfócitos reactivos com um sõ 

+ - - + marcador (X Z ), com o outro marcador (X Z ), 
+ + com ambos (X Z) ou com nenhum marcador 

(x-z-). 
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subpopulação x-z+; e (iv) nenhum dos eritrôcitos indicadores, surgin-

do como linfócitos livres que constituem a subpopulação x-z-(Figs.l. 8;19). 

Para obter as condições Õptimas de reacção foi necessãrio um 

longo e trabalhoso estudo técnico-experimental, com sucessivas modifi 

cações e constantes alterações, cujos passos mais importantes foram 

apresentados no 39 capitulo da nossa tese de M.Sc. (Carvalho, 1983) . 

De facto, o tratamento dos eritrõcitos com tripsina ou papaina (pH 7) 

a marcação com FITC (pH g·} e a conjugação com Ig usando CrCl 3 (pH 5) 

constituiam violentas e demasiadas agressões aos eritrÕcitos, pelo 

que se tornou difícil coordenar os vârios tratamentos de forma a obter 

eritrõcitos adequados ãs reacções de roseta. Assim, para obter eritrõ 

citos resistentes ã hemÕlise, com intensa fluorescência e com capaci

dade de reacção idêntica ao do controlo (eritrÕcitos não marcados com 

FITC) houve necessidade de os tratar na seguintt sequência: (i) trat~ 

mento com tripsina ou papaina, (ii) marcação dos eritrôcitos com FITC 

em tampão K2HP04, (iii) lavagem em NaCl para remover o fosfato e (iv) 

conjugação da Ig com CrC1 3 em NaCl. 

Em estudos de identificação da(s) população(oes) de linfÕcitos 

do rato portadora(s) da enzima 5 1 -nucleotidase (detectada por um AcMc 

especifico) utilizãmos os métodos de destituição de populações linfo

citãrias e de reacção de roseta mista (RRM) (59 capitulo da tese de 

M.Sc., Carvalho, 1983): ambos os métodos demarcaram idênticas subpop~ 

lações definidas por cada par de marcadores de membrana. 

Embora seja possível utilizar estes m~todos em alternativa, ca 

da um apresenta as suas vantagens e inconvenientes relativamente ao 

outro. Assim, o estudo de destituição de populações constitui um pro

cedimento experimental demorado e que utiliza grandes quantidades de 

UNIVERSll)A'. f •vEIRO 
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Fig. 1.9 - Exemplo típico do aspecto das três formações de ro
setas obtidas pela RRM. Eritrõcitos de boi tratados 
com papaina foram (i) conjugados com o AcMc YCL 6.8 
(eritrõcito não fluorescente) ou (ii) marcados com 
fluoresceina e conjugados com o AcMc YTH 12.5 (eri
trõcito indicador fluorescente); ambos os eritrõci
tos indicadores foram centrifugados conjuntamente 
com linfÕcitos humanos na RRM. 

(a) luz do feixe visível 
(b) luz do feixe visível e luz ultr.avioleta 
(e) luz ultravioleta 
n - roseta não fluorescente (YCL 6.8+) 
f - roseta fluorescente (YTH 12.5+) 
m - roseta mista (YCL 6.8+ e YTH 12.5+) 
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linfÕcitos (minimo de 6xl06) e os seus resultados necessitam de ser 

tratados numa sequência de câlculos com vista a obter subpopulações 

quantificadas. Pelo contrãrio, a RRM ê um mêtodo simples, rãpido e 

directo que pode usar apenas 0.5xl06 linfÕcitos e que fornece de ime 

diato uma definição quantitativa das subpopulações linfocitãrias; e~ 

te mêtodo tem contudo o inconveniente de sõ se poder utilizar quando 

os dois AcMc conjugados aos respectivos eritrõcitos não reagirem um 

com o outro, o que nem sempre acontece, 

Na nossa tese de "Master of Science" (Carvalho, 1983) desenvo.!_ 

vemos mêtodos de marcação dupla (destituição celular e RRM) para ide~ 

tificação de subpopulações linfocitãrias do Rato. Incluimos tambêm al 

guns resultados preliminares obtidos do estudo de individuas normais 

e de doentes submetidos a transplantação cardiaca. Verificãmos então 

que a têcnica de RRM podia ser aplicada não sõ ao estudo de linfÕci

tos do Rato (59 capitulo), mas tambêm ao de linfÕcitos humanos quer 

normais (69 capitulo) quer de doentes imunodeprimidos (79 capitulo). 

No presente trabalho apresentamos um estudo aprofundado relat.:!_ 

voa demarcação de populações linfocitãrias do sangue humano. Estas 

populações definidas por marcadores de membrana serao obtidas pelaut.:!_ 

lização de pares de marcadores quer pelo mêtodo de destituição celular 

quer pelo de RRM. A anãlise estatistica dos resultados fornecidos por 

ambos os mêtodos pennitir-nos-ão fazer um estudo comparativo dos mes 

mos. 

Populações linfocitãrias de doentes imunodeprimidos serao ana

lizadas apenas pelo método de RRM pois que demonstrãmos (Carvalho, 

1983) ser esta a Única técnica que nos permite utilizar reduzido núme 

rode linfÕcitos, tal como sucede nestes doentes submetidos ã acção 

de agentes imunodepressores. 
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II - MATERIAL E MtTODOS 

A. MATERIAL DE ESTUDO 

A.1. Dadores voluntãrios de sangue 

Todos os dadores de sangue eram indivíduos que trabalhavam no 

laboratõrio (Departamento de Imunologia, Addenbrooke's Hospital, Cam

bridge, G.B.) e que não haviam contraído hepatite. 

A.2 . Pacientes receptores de enxerto cardíaco 

Os doentes de idades compreendidas entre 22 e 52 anos foram 

submetidos a transplantação cardíaca no Papworth Hospital (Cambridge

shire, G.B.), tendo todos recebido enxertos de cadãveres humanos, en 

xertos estes geralmente provenientes de acidentados de viação . Em 

nenhum dos casos se realizaram testes de ~;stocompatibilidade antec~ 

dendo a operação de transplantação. BiÕpsias regulares põs-operatõrias 

e subsequente estudo histolÕgico, realizado nos Serviços de Anatomia 

PatolÕgica do mesmo Hospital, permitiram diagnosticar o grau de rejej_ 

ção do enxerto definido pela infiltração celular e/ou rotura miofibri 

lar (Billingham, 1981). 

Neste nosso estudo os doentes foram divididos em três grupos, 

considerando o tempo pôs-operatõrio bem como a terapia imunodepressiva 

aplicada. 

A.2.a. Doentes de sobrevida longa, imunodeprimidos por predenisolona 

e azatioprina 

os pacientes por nos designados de ''doentes de sobrevida longa" 

eram os que haviam sido sujeitos ã operação de transplantação hã mais 

de 365 dias (aquando da colheita do sangue) e haviam sido tratados ime 
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diatamente apos a operaçao com: globulinaanti-timôcito {GAT) (0,125-

-1,0 g/dia), predenisolona (1 mg/Kg/dia) e azatioprina (1 ,5-2,5 mg/kg/ 

/dia). A dose de GAT foi diariamente ajustada durante os primeiros 28 

dias pôs-operatõrios de forma a manter o nivel de linfÕcitos T inferior 

a 50 cêlulas/µl de sangue. Apôs aquele tempo,GAT foi administrada ape

nas quando o doente apresentava sintomas de rejeição. A administração 

de predenisolona e azatioprina foi gradualmente reduzida durante os 3 

meses seguintes ã operação, atingindo valores de 0,5 mg/Kg/dia de pr~ 

denisolona e 0,3 mg/kg/dia de azatioprina. 

Estas eram pois as dosagens administradas aos pacientes no mo 

menta da colheita das amostras sanguineas. 

A.2.b. Doentes imunodeprimidos por ciclosporina A e predeni
solona 

A um outro grupo de seis doentes colheram-se amostras de san-

gue desde o dia da transplantação e durante cerca de 240 dias (8 me

ses) subsequentes. Imediatamente apôs a operação estes doentes foram 

imunodeprimidos com ciclosporina A (6-10 mg/kg/dia) e predenisolona 

(0,3 mg/kg/dia). Não receberam azatioprina, mas GAT foi-lhes esporadj_ 

camente administrada (como indicado nos "Resultados") quando a sinto 

matologia de imune-rejeição assim o exigia. 

A.2.c. Doentes imunodeprimidos por globulina anti-timÕcito (GAT) 
ciclosporina A e predenisolona 

A onze pacientes que constituíram o terceiro grupo de recepto-

res de enxerto cardiaco, colheram-se amostras sanguineas com grande 

frequência (3 vezes por semana) durante os 30 dias pôs-operatório. GAT 

(O, 125-1,0 g/dia) foi-lhes administrada nos 10 dias iniciais conjuntamente 

com ciclosporina A (6- 10 rrg/Kg/dia) e predenisolona (0,3fl'Y:1/Kg/dia). Aimuno

depressão foi subsequentemente mantida pela administração de ciclosporina 
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dia tamente apos a operaçao com: globulina anti-timõcito (GAT) (O, 125-

-1,0 g/dia), predenisolona (l mg/Kg/dia) e azatioprina (l ,5-2,5 mg/kg/ 

/dia). A dose de GAT foi diariamente ajustada durante os primeiros 28 

dias põs-operatõrios de forma a manter o nível de linfócitos T inferior 

a 50 celulas/µl de sangue. Apõs aquele tempo,GAT foi administrada ape

nas quando o doente apresentava sintomas de rejeição. A administração 

de predenisolona e azatioprina foi gradualmente reduzida durante os 3 

meses seguintes ã operação, atingindo valores de 0,5 mg/Kg/dia de prf 

denisolona e 0,3 mg/kg/dia de azatioprina. 

Estas eram pois as dosagens administradas aos pacientes no mo 

mente da colheita das amostras sanguíneas. 

A.2.b. Doentes imunodeprimidos por ciclosporina A e predeni
solona 

A um outro grupo de seis doentes colheram-se amostras de san-

gue desde o dia da transplantação e durante cerca de 240 dias (8 me

ses) subsequentes. Imediatamente apõs a operação estes doentes foram 

imunodeprimidos com ciclosporina A (6-10 mg/kg/dia) e predenisolona 

(0,3 mg/kg/dia). Não receberam azatioprina, mas GAT foi-lhes esporadj_ 

camente administrada (como indicado nos "Resultados") quando a sinto 

matologia de imune-rejeição assim o exigia. 

A.2.c. Doentes imunodeprimidos por globulina anti-timõcito (GAT) 
ciclosporina A e predenisolona 

A onze pacientes que constituiram o terceiro grupo de recepto-

res de enxerto cardiaco, colheram-se amostras sanguíneas com grande 

frequência (3 vezes por semana) durante os 30 dias põs-operatõrio. GAT 

(O, 125-1,0 g/dia) foi-lhes administrada nos 10 dias iniciais conjuntamente 

com ciclosporina A (6-10 rrg/Kg/dia) e predenisolona (0,3rrg/Kg/dia). A111uno

depressão foi subsequentemente mantida pela administração de ciclosporina 
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A e predenisolona;apenas quando surgiam sintomas de rejeição ê que GAT 

era administrada (tal como indicado nos "Resultados"). 

8. MtTODOS 

8.1. Preparação de suspensoes linfocitãrias 

Amostras de sangue de indivíduos voluntãrios (10-30ml)e de doentes 

receptores de enxerto cardíaco (10-15 ml) foram obtidos de uma veia das 

da flexura. A prevenção da coagulação do sangue foi realizada por 

desfibrinação ou pela adição de 20 unidades internacionais de hepari

na (Paines & 8ryne Ltd ., Ing l ater ra) por mili l itro de sangue. 

As amostras dos doentes que haviam sofrido transplantação car-

díaca foram co l hidas no Papworth Hospital e seguidamente enviadas 

(1-2 horas de transporte) para o Addenbrooke's Hospital onde démos se 

guimento ao isolamento dos linfócitos do sangue. 

Isolaram-se pois de imediato as células mononucleares pelo mé

todo de 8oyum (1968) em gradiente de densidade (ô=l,077) de Ficoll-H1_ 

paque (Flow laboratories, G.8.). Para tal o sangue foi diluído 1:3 

* (v/v) em P8S , colocado gota a gota sobre uma camada de 3 cm de altu-

ra de Ficoll-Hypaque contido num tubo de centrifuga e centrifugado a 

300 g durante 45 minutos, i temperatura ambiente. 

Os leucócitos polimorfonucl eares (ou granulôcitos) e eritrõci

tos que se depositaram no fundo do tubo durante a centrifugação fo

ram desprezados; pelo contrãrio , os l eucõcitos mononucleares (agranul_§_ 

citas) que ficaram dispostos na interfase (isto ê, sobrejacentemente i 

camada de Ficoll-Hypaque) foram recol hidos com o auxilio de uma pipeta 

*P8S ("phosphate-buffered saline) contem NaCl 137rrt-1, KCl 3 rri-1, Na2HP04 

8 mM e KH2Po4 2 mM (80H chemicals Ltd., Inglaterra). 
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de Pasteur. 

Apôs três lavagens em PBS, as cêlulas mononucleares foram res

suspensas em meio RPMI 1640 (Flow) contendo 10% de soro de feto bovi

no (Flow) e tratadas cem penta-carbonilo de ferro - Fe (C0) 5 -(GAF, 

G.B. Co. Ltd) para remover as cêlulas fagociticas ou monõcitos. Para 

tal, as cêlulas mononucleares (linfÕcitos e monõcitos) foram incuba

das cem penta-carbonilo de ferro (50 mg/10 ml de sangue inicial) a 

379C, durante 30 minutos e sob rotação continua. Tenninada a incuba

ção, o frasco contendo a suspensão celular foi colocado sob acção de 

um forte magnete e a suspensão celular livre removida, deixando ficar 

aderente - às paredes do frasco o penta-carbonilo de ferro bem como o 

material biolÕgico a ele ligado. 

Os linfôcitos em suspensao foram então lavados duas vezes em 

PBS e finalmente ressuspensos em PBS contendo 1% de albumina sêrica 

bovina (Armour Phannaceutical Company, Inglaterra) atê perfazera con 

centração de 2xl06 linfÕcitos/ml . 

Esta foi a concentração usada nas reacçoes de roseta. 

Recolha linfocitãria: 

DADORES 

- dadores voluntãrios 

- pacientes receptores de 

enxerto cardiaco: 

- na ausência de GAT 

- sob administração de GAT 

(linfôcitos/ml de san
gue colhido) 

6 0,8-1,2 X 10 

6 0,1-0,6 X 10 

0,08-0,30 X 106 
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8.2. Preparação da fracção de IgG a partir de soros normais, 

de anti-soros e de liquido ascítico 

8.2.a. Preparação de IgG a partir de soros normais e de 

anti-soros 

A fracção de IgG foi preparada a partir de soros normais de 

Carneiro, Rato e Murganho e dos seguintes anti-soros: (i) anti-Ig hu 

mana, feito em Carneiro; (ii) anti-Ig de Rato, feito em Coelho; (iii) 

anti-Ig de Murganho, feito em Coelho; e (iv) anti-eritrõcito de Boi, 

feito em Coelho. 

Para o isolamento da fracção de imunoglobulina, cada soro foi 

precipitado com sulfato de amÕnio a 33%, o precipitado dissolvido em 

agua destilada e extensivamente dialisado contra tampão fosfato 52,5 

mM a pH 6,5. A presença do tampão evita a perda de IgG, por precipit~ 

çao, aquando da extensiva diâlise requerida para remoção do sulfatode 

amõnia. Apõs a diâlise, a solução foi diluida em 2 volumes de agua 

destilada (obtendo-se assim a concentração de 17,5 mM de tampão fosfa 

to) e aplicou-se a uma coluna de celulose DEAE (DE-52, Whatman Bioche 

micals Ltd, Inglaterra) que fora previamente equilibrada com tampão 

fosfato 17,5 mM a pH 6,5. A fracção de IgG obtida da eluição inicial 

do tampão da coluna, foi precipitada com sulfato de amõnia a 50%; es

te precipitado foi seguidamente dissolvido num pequeno volume de NaCl 

0,9% e dialisado contra NaCl (na ausência de fosfato para a Ig poder 

ser posteriormente conjugada a er~trõcitos, por acção do CrC1 3). 

O conteúdo proteico das fracções foi determinado por espectro

fotometria (espectrofotõmetro Bausch & Lomb, modelo Spectronic 710), 

sendo a densidade Õptica lida a 280 rrn. Diluiu-se a fracção em NaCl 
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de forma a se obter a concentração final em proteína de 2 mg/ml. 

Procedeu-se em seguida ã absorção das fracções IgG com eritrõ

citos de Carneiro e/ou de Boi a fim de serem ulteriormente usadas na 

conjugação a eritrõcitos da(s) mesma(s) espêcie(s). Para tal, lavaram

-se os eritrõcitos 6 vezes en grandes volumes de PBS, e a cada 0,25ml 

de sedimento de eritrõcitos adicionou-se 1 ml da fracção de IgG. Dei

xou-se a suspensão durante 15 minutos ã temperatura ambiente (cerca de 

20QC) apôs o que se centrifugou a 300 g . Recolheu-se o sobrenadante 

que continha agora a fracção destituída de anticorpos contra eritrõci 

tos. 

As fracções de Ig assim preparadas estavam aptas a serem conj~ 

gadas a eritrõcitos, por acçao do CrC1 3. 

8.2.b. Preparação da IgG de anticorpos monoclonais 

(AcMc) a partir de liquido ascitico de Rato 

Por cortesia do Dr. Herman Waldmann foi-nos possível trabalhar 

com os AcMc produzidos no laboratõrio onde realizâmos o presente est~ 

do (Departamento de Imunologia do Addenbrooke's Hospital, Cambridge, 

G.B.). Os AcMc YCL 6.8, YTH 12.5 e YBM 35 .6 foram-nos oferecidos em 

liquido ascitico de Rato . Sendo todos estes AcMc provenientes de clo

nes de cêlulas secretoras de IgG, foi apenas necessârio separar a 

fracção de imunoglobulina da albumina e outras substâncias do liquido 

ascitico; a imunoglobulina isol ada era jã IgG pelo que não houve ne

cessidade de filtrar a amostra na coluha de celulose DEAE para sepai~ 

çao das restantes imunoglobulinas. 

Assim, para isolamento da fracção de IgG centrifugaram-se 5 ml 

de liquido ascitico durante 15 minutos, a 2000 g e ã temperatura ambi 
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ente. Seguidamente diluiu-se o sobrenadante em PBS 1:2 (v/v) e adicio

nou-se igual volume de sulfato de amônio saturado. A mistura incubou 

durante 30 minutos ã temperatura ambiente, apôs o que foi centrifugada 

como anterionnente. Ressuspendeu-se o sedimento em PBS atê refazer o 

volume inicial (5 ml) e tratou-se de novo com sulfato de amônia. 

Por fim o sedimento foi dissolvido num pequeno volume de PBS e 

exaustivamente dialisado contra NaCl 0.9%. A concentração de proteina 

foi ajustada a 2 mg/ml por leitura de densidade ôptica a 280 1111 num 

espectrofotômetro Bausch & Lomb, modelo spectronic 710. 

8.3. Preparação de eritrôcitos para reacçoes de roseta 

Sangue de Carneiro e de Boi foi colhido em ACD (ãcido-citrato

-dextrose: glicose 0,15 Me hidrogeno citrato dissôdico 0,lOM) e gua.!:_ 

dados a 49C atê um periodo mãximo de duas semanas. Apôs centrifugação 

do sangue a 350 g ã temperatura ambiente e durante 10 minutos, reti

rou-se o plasma bem como os leucôcitos depositados sobre a camada de 

eritrôcitos sedimentados no fundo do tubo de centrifuga. Os eritrôci

tos foram então ressuspensos em PBS e centrifugados como anteriormen

te. Procedeu-se a 5 lavagens dos eritrôcitos, ao fim das quais seres 

suspenderam os eritrôcitos em PBS. 

B.3.a. Tratamento de eritrôcitos de Carneiro com neuraminidase, 

para reacçoes de roseta E 

Os eritrõcitos de Carneiro foram tratados com neuraminidase 

(N-acil-neuraminil-glico-hidrolase, E.C.3,2.1.18 de VibT'io aholerae; 

Behringwere A-G., Alemanha) a fim de intensificar a ulterior reacção 

de roseta E com linfôcitos humanos. Para tal, diluiu-se 1 unidade/ml 
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de "Neuraminidase-test" em tampão de ãcido acético-acetato pH 5,6 para 

dar 0,2 U/ml. A 100 µl deste preparado de enzima juntaram-se 50 µl de 

eritrõcitos fortemente sedimentados, dando uma concentração final de 

enzima de 0,133 U/ml. A mistura foi incubada a 379C, durante l hora e 

ã temperatura ambiente . Finda a incubação, os eritrõcitos foram lava

dos três vezes em PBS e ressuspensos tambêm em PBS, ajustando a con

centração celular a 1% (V/V). 

As células podiam ser utilizadas para reacçoes de roseta E num 

periodo não superior a 10 dias, desde que guardadas a 49C. 

B.3.b. Sensibilização de eritrõcitos de Boi com IgG, para 

a reacçao de roseta EA 

A técnica de tratar os eritrõcitos de Boi com anticorpo espe

cifico, para efeitos de detecção de receptores Fc dos linfõcitos, foi 

a descrita por Hallberg e cal. (1973). Assim, eritrõcitos de Boi a 2% 

(V/V) em PBS foram sensibilizados com igual volume de IgG purificada 

anti-eritrõcito de Boi (feita em Coelho) na diluição de l :200 (dose 

mãxima que nao causava aglutinação dos eritrõcitos). A mistura foi in 

cubada ã temperatura ambiente, durante 45 minutos apôs o que foi cen

trifugada a 300 g , durante 5 minutos e ã temperatura ambiente. As cê

lulas foram então duas vezes lavadas em PBS e finalmente ressuspensas 

em PBS atê perfazer a concentração de 1% (V/V). 

Os eritrõcitos sensibilizados com IgG mantinham-se em boas con 

dições durante cerca de 15 dias, desde que guardados a 49C. 

B.3.c. Conjugação de IgG a eritrõcitos de Boi, para as 

reacções RRAD e RRAdD 

B.3.c.l) Tratamento de eritrõcitos de Boi com papaina 
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O tratamento dos eritrÕcitos de Boi com tripsina confere-lhes 

maior aglutinabilidade e deste modo resulta num aumento do titulo 

aglutinante (no teste de hemaglutinação) bem cano na intensificação 

da reacção de roseta can linfÕcitos (Coombs e col ., 1977). Mostrãmos 

também (Carvalho,1983) que o tratamento alternativo dos eritrõcitos 

com papaina conduzia a uma reacção de roseta mais limpa e clara, is

to ê, evitou-se a autoglutinação de eritrõcitos e a aderência de ro

setas, facilitando pois a leitura do teste. 

No presente estudo procedeu-se pois ao tratamento dos eritrõ

citos de Boi can papaina (E.C.3.4.22.2. de suco de papaia; BDH Chemi 

cals Ltd., Inglaterra). Assim, a papaina a 0,25% {P/ V) foi activada 

pela adição do dobro do volume de L-cisteina-hidrocloreto monohidra

tado (Sigma Chemical Company, E.U.A.) a 0,20% (P/V). A mistura foi 

diluida em fosfato de sõdio hidratado 0,1 Ma fim de se obter a con

centração de 0,25 mg/ml de papaina e 0,4 mg/ml de cisteina. A l ml 

desta mistura diluida juntou-se l ml de eritrõcitos a 20% (V/ V} e in 

cubou-sea 379C durante 12 minutos tal como descrito por Wilson e col. 

(1975). Centrifugou-se a suspensão celular, lavaram-se os eritrõcitos 

duas vezes em PBS e finalmente aquelas cêlulas foram fortemente sedi 

mentadas, por centrifugação a 350 g durante 10 minutos. 

Estes eritrõcitos tratados com papaina podiam ser usados para 

ulteriores tratamentos no prazo de 15 dias, desde que mantidos a 49C. 

B.3 . c.2} Conjugação de IgG a eritrõcitos de Boi, pela acçao 

do CrC1 3 

O procedimento para conjugação da IgG a eritrõcitos de Boi foi 

baseado na têcnica descrita por Coombs e col. (1977), todavia com 
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algumas alterações. 

No essencial, as preparaçoes de IgG de soros normais, anti-so

ros ou anticorpos monoclonais (vêr alinea 8.2.) foram exaustivamente 

dialisadas contra NaCl 0.9% (P/V) para remover o fosfato da solução, 

e a proteina ajustada a 2 mg/ml de solução. A solução mãe de Crc13 
(BDH) a 1% (e ajustada a pH 5,0 com NaOH) foi diluida em NaCl 0,9% 

(1:47,5) para dar a concentração de 0,021 % de CrC1 3 ; esta diluição 

realizou-se precisamente antes da reacção de conjugação. 

A l volume (geralmente 25 µl) de eritrõcitos de Boi (tratados 

com papaina) bem sedimentados (a 350 g durante 5 minutos) juntou-se 

1 volume de IgG (2 mg/ml). A mistura eritrõcito-anticorpo foi agita

da num misturador "Vortex" enquanto se adicionou gota a gota 2 volu

mes de CrC1 3 a 0,021%, a fim de iniciar a reacção de conjugação. Esta 

decorreu durante 1 hora ã temperaturü ambiente e sob rotação lenta. A 

reacção foi interrompida ao fim daquele periodo de tempo pela adição 

de abundante volume de PBS (cerca de 5 ml). Centrifugou-se a mistura, 

lavaram-se as células duas vezes em PBS e ressuspenderam-se em PBS, a 

1 % (V N). 

Os eritrõcitos conjugados com IgG embora pudessem ser usados sati~ 

fatoriamente no prazo de 3 Sefi'lanas, eram porem preparados quinzenalmente. 

8.3.c.3. Provas da eficiência da conjugação 

Os eritrõcitos conjugados com IgG, depois de bem lavados, foram 

titulados em placas de microtitulação contendo diluições sucessivas 

de soro anti-IgG especifico. Este havia sido previamente (i) aquecido 

a 569C durante 30 minutos para inactivar o complemento bem como (ii) 

absorvido com eritrõcitos de Carneiro e/ou Boi; isto evitava que, (i) 
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o complemento não lisasse os eritrôcitos e (ii) os eventuais anticor

pos naturais, presentes no soro, contra eritrõci tos não reagissem com cs 

mesmos eritrõcitos. 

Os eritrôcitos conjugados com IgG e adicionados ãs diluições 

sucessivas de soro foram deixados sobre uma superficie horizontal du

rante 45 minutos e ã temperatura ambiente de forma a deixar prosseguir 

a reacção de hemaglutinação. O grau de aglutinação foi anotado ã vista 

desarmada numa escala descendente desde+++ para aglutinação total, ate 

- para ausência de aglutinação. O titulo aglutinante (ou "end point") 

era o que apresentava o grau+ de aglutinação. Quanto mais eficiente 

era a conjugação, mais elevado era o titulo aglutinante, neste teste de 

hemaglutinação directa. 

Quando uma IgG anti-Ig era conjugada a eritrõcitos, estes eram 

t ambem titulados num microtitulador, contendo diluições suc2ssivas de 

antigenio, ou seja, de soro da especie correspondente (também inactiv~ 

do e absorvido com eritrõcitos de Boi), no teste conhecido por hemagl~ 

tinação passiva e reversiva. O titulo aglutinante foi determinado como 

anterionnente. 

Estes testes de hemaglutinação foram realizados sempre que uma 

nova Ig era estudada na conjugação a eritrõcitos. Procurãva-se pois e.!!_ 

contrar as condições de reacção que permitissem a obtenção de conjuga-

ção mãxima, reflectida no titulo aglutinante mais elevado . Contudo, 

* ** quando a mesma Ig era sucessivamente conjugada aos mesmos eritrõcitos 

(em condições Õptimas) durante longo periodo de tempo (meses), apenas 

esporãdicos testes de hemaglutinação eram realizados. 

* proveniente da mesma preparaçao de Ig 

** proveniente do mesmo dador 
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8.3.d. Conjugação de fluorocromo a eritrõcitos de Boi, 

para a reacção de roseta mista (RRM) 

Apôs diversas tentativas para a obtenção de eritrõcitos de Boi 

conjugados com Ig e c001 fluorocromo que dessem satisfatõrias reacções 

de roseta, concluimos (Carvalho, 1983) que a melhor coordenaçãodetr~ 

tamentos dos eritrõcitos era a seguinte: (i) digestão pela papaina, 

(ii) conjugação do fluorocromo e (iii) conjugação da imunoglobulina. 

A l volume (geralmente 100 µl) de eritrõcitos de Boi tratados 

com papaina (vêr alinea 8.3.c.l.) e fortemente sedimentados (centrif~ 

gados a 350 g durante 10 minutos) adicionou-se l volume de PBS e 1 vo 

lume de fluoresceina iso-tiocianato (BOH) na concentração de 2 mg/ml 

de K2HP04 0,15 M. Esta mistura incubou durante a noite (cerca de 18h) 

a 4QC e sob rotação lenta. Lavaram-se então os eritrõcitos três vezes 

em grandes volumes de NaCl 0,9% e nã ultima centrifugaçã~ deix.:iram-se 

os eritrocitos fortemente sedimentados. A conjugação da Ig procedeu

-se de imediato tal como descrito na alinea 8.3.c,2. 

Estes eritrõcitos tratados com papaina, marcados por fluorescef 

na e conjugados com Ig eram utilizados num periodo não superior a uma 

semana. 

8.4. Reacções de roseta 

8.4.a. Reacção de roseta E 

Uma gota (aproximadamente 35 µl) de suspensão linfocitãria (2xl06 

linfÕcitos/ml em PBS contendo 1% de albumina sêrica bovina - PBS/ASB) 

(vêr alinea 8.1 .) foi adicionada a igual volume de eritrõcitos de Car

neiro tratados com neuraminidase (1 % V/V em PBS) (vêr alinea 8.3,a). 
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Esta mistura de linfÕcitos e eritrõcitos foi centrifugada a 300 g , a 

49C e durante um curto periodo de 2 minutos, apos o qual se deixou o 

tubo, contendo as células sedimentadas, numa tina de gelo durante 1 

hora. 

Tenninada a incubação, as células foram cuidadosamente ressus-

pensas com uma pipeta de Pasteur e montadas com azul de to l ui d i na 

(Hopkin & Williams, Ltd., G.B.) entre lâmina e lamela, ambas revesti

das de silicone. Para a coloração, um gota de azul de toluidina a 0,2% 

(P/ V) em metanol foi deixada secar ao ar sobre uma lâmina de vidro, 

-apos o que se adicionou uma gota de PBS/ASB (para dissolver o corante 

dessecado) e se juntou ã suspensão celular. 

Observaram-se as preparações num vulgar microscopio Õptico 

(Wild Heerbrugg M 20, Suíça). 

B.4.b. Reacção de roseta antiglobulina (ou antidetenninante) 

di recta, RRAD (ou RRAdD) 

Uma gota (aproximadamente 35 µl) de suspensao linfocitãria 

6 - - ... (2xl 0 celulas/ml em PBS/ASB) (ver al,nea B.l.) foi adicionada a 

igual volume de eritrocitos de Boi conjugados com lg (1 % V/ V em PBS) 

(vêr alinea B.3.c.). Esta mistura celular foi centrifugada a 300 g , 

49C e durante 2 minutos, apos o que se deixou 30 minutos sobre o gê-

1 o. 

Apos a incubação, ressuspenderam-se as células cuidadosamente, 

coraram-se com azul de toluidina, montaram-se entre lâmina e lamela 

e observaram-se tal como anterionnente descrito (alínea B.4.a.). 

8.4.c. Reacção de roseta mista (RRM) 

Nesta reacção, uma gota de eritrocitos marcados com fluorescei 
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na e conjugados com Ig {vêr alínea 8.3.d.) foi misturada com uma gota 

de eritrõcitos não fluorescentes mas tambêm conjugados com diferente 

Ig (vêr alínea B.3.c.). A esta mistura de eritrõcitos indicadores ju_!! 

taram-se duas gotas de suspensão linfocitãria (2xl06 cêlulas/ml em 

PBS/ASB) (vêr alínea 8.1.). A mistura tripartida foi centrifugada e 

incubada como na alínea 8.4.a .. 

Apõs incubação, as células foram cuidadosamente ressuspensas e 

montadas entre lâmina e lamela (não siliconizadas), e na ausência 

do corante azul de toluidina. 

As preparações observaram-se num microscôpio Õptico de fluores 

cência (Microscõpio Orthoplan, Leitz Wietzlar, Alemanha) onde sepodiam 

distinguir alêm dos linfÕcitos não reagidos, 3 tipos de rosetas: (i) 

rosetas fluorescentes (linfõcitos circundados apenas por eritrõcitos 

fluorescentes), (ii) rosetas não-fluorescentes (li nfÕcitos rodeados 

apenas de eritrõcitos não fluorescentes) e (iii) rosetas mistas (lin

fócitos cercados de ambos os tipos de eritrõcitos: fluorescentes e não 

fluorescentes). 

8.4 .d. Reacção de roseta EA 

Uma gota de eritrÕcitos de Boi sensibilizados com IgG específi

ca a 1% V/V em PBS (vêr alínea B.3.b.) foi adicionada a igual volume 

de suspensão linfocitãri a (2xl06 celulas/ml em PBS/ASB) (vêr alínea 

B.1.). Esta mistura foi centrifugada e incubada, seguidamente as célu

las foram ressuspensas, coradas e montadas entre lâmina e lamela, e as 

preparações observadas em microscopia Õptica vulgar, tal como se des creveu 

na alínea B.4 .a. 
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B.5. Destituição de populações linfocitârias formadoras 

de rosetas 

A metodologia foi baseada nos estudos originais de Parish & Ha,l_ 

ward (1974), apresentando contudo, algumas modificações . Para a desti 

tuição de determinada população linfocitãria, 1 rnl do eritrõcito indi

cador apropriado (a 1% em PBS) foi adicionado a igual volume de suspe~ 

são linfocitãria (3xl06 cêl ulas /rn l em PBS/ASB). Duas ou mais reacçoes 

idênticas foram realizadas simultaneamente com vista a evitar o uso de 

grandes volumes de suspensão linfocitâria que se tornam menos eficien

tes (Carvalho, 1983). Os diversos tubos contendo idênticos reagentes 

foram centrifugados durante 5 minutos, a 350 g e a 49C, apõs o que se 

procedeu ã incubação de l hora sobre gêlo. Ressuspenderam-se depois as 

celulas com urna pipeta de Pasteur e juntaram-se todas as misturas cel~ 

lãres dos diversos tubos ~entendo identicos reagentes. Colocaram-se d~ s~ 

guida estas celulas sobre urna camada de 3 cm de altura de Ficoll-Hypa

que (ó=l,07) contido num tubo de centrifuga siliconado. Centrifugou

-se a 250 g , durante 15 minutos e ã temperatura ambiente . As rosetas, 

bem como os eritrõcitos livres formaram o sedimento, enquanto que na 

interfase (sobrejacentemente ao Ficoll-Hypaque) se depositaram os lin

fÕcitos que não formaram roseta com os eritrõcitos indicadores. Retira 

ram-se os linfÕcitos não reactivos, lavaram-se duas vezes em PBS e res 

suspenderam-se por fim em PBS/ASB, ajustando-os ã concentração de 2xlcf 

celulas/rnl para ulteriores reacções de roseta. 

B.6. Culturas celulares 

B.6.a. Estimulação rnitogenica (PHA} 

Isolaram-se as celulas rnononucleares a partir do sangue desfi-
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brinado (vêr alínea B.1.), em condições assépticas. Apôs centrifuga

ção em Ficoll-Hypaque, as células mononucleares foram lavadas três 

vezes em meio RPMI 1640 e ressuspensas na concentração de 2x106 cêl~ 

1 as/ml en meio RPMI 1640 contendo 10% de soro humano AB ( i nactivado pe-

1 o aquecimento a 569C durante 30 minutos), penicilina (100 unidades 

internacionais/ml), estreptomicina (100 µg/ml) (Glaxo Laboratories, 

Ltd . , Inglaterra) e glutamina (0,3 mg/ml) (Sigma). Fitohemaglutinina 

(PHA; Wellcome Diagnostics, Inglaterra) foi adicionada de forma ao~ 

ter-se unadiluição fina l de 1/100. As célu las foram incubadas neste 

meio durante 7 dias apôs o que se renovou o meio, contendo agora in

terleuquina 2 produzida pela Doutora Carol O'Toole que muito amavel

mente no-la cedeu. Alimentaram-se as células em cultura de 4 em 4 

dias com interleuquina 2 fresca , 

B.6.b. Estimulação mitogénica (GAT) 

Prepararam-se as cêlulas como na alínea B.6.a .. Adicionou-se 

ao meio de cultura globulina anti-timÕcito (GAT) equina (Upjohn Co., 

Kalamazoo, Michigan, USA; Wechter e col.,1979) na concentração final 

de 1/1000. As células foram mantidas em cultura coma anteriormente. 

B.6.c. Estimulação alo-antigénica 

As células mononucleares preparadas como na alínea B.6,a. fo

ram ajustadas a concentração de 106 células/ml (células de resposta) 

e adicionadas a um igual volurre de cél ulas mononucleares alogénicas* 

- - - 6 -irradiadas (2000 rad) e tambem ajustadas a concentraçao de 10 celu-

las/ml (células estimuladoras). As células foram mantidas em cultura 

como na alínea B.6.a,. 

*Provenientes de diferente dador. 
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8.6.d. Estimulação por células autõlogas transformadas 

por v1rus Epstei-Barr 

Cêlulas mononucleares foram transfonnadas por vírus Epstein

-Barr (VEB) pela Doutora Carol 0'Toole que gentilmente no-l as ce

deu- Tal transformação foi realizada pela incubação de cêlulas mono

nucleares com o sobrenadante da linhagem celular 895-8, rico em VEB, 

e na presença de ciclosporina A, tal como descrito por Bird e cal. 

(1981). Dei xaram-se incubar estas células mononucleares durante 5 se 

manas, de forma a gerarem-se agregados celulares que reflectiam a 

transformação e proliferação das células . 

Ao fim daquele tempo de incubação, irradiaram-se (5000 rad) 

as células transfonnadas por VEB (células estimuladoras) e adiciona

ram-se a igual volume e concentração (106 células/ml) de cêlulas mo

nonucleares autõlogas, extraídas e preparadas de novo como na alínea 

8.6.a. (cêlulas de resposta) . 

• 

• • 

Retiraram-se amostras das vãrias culturas celulares, em diver

sos intervalos de tempo (como indicado nos "Resultados") para (i) de

terminação da proliferação celular e (ii) observação da alteração fe

notipica das celulas; para tal, (i) determinou-se a timidina tritiada 

incorporada pelas células (vêr alínea 8.6.e.) e (ii) realizaram-ser~ 

acçoes de roseta. 

Para estas reacçoes, lavaram-se as células retiradas das cultu 

rasem PBS por 3 vezes e ressuspenderam-se em PBS/ASB de forma a que 
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a concentração final ficasse a 2x106 células/ml . 

8.6.e. Determinação da timidina-3[H] incorporada nas 

células em cultura 

Retiraram-se amostras de 0,2 ml (triplicadas) das vãrias cultu

ras e incubaram-se durante 18 horas com 1 µCi de timidina - 3[H](acti

vidade especifica 20-25 µCi/mmol; Radiochemical Centre, Amersham Inte..!:_ 

national Ltd., Inglaterra). Terminado aquele tempo, as células foram 

recolhidas por um colector automãtico (Titertek Cell Harvester, Ale

manha) e os discos de filtro contendo a timidina intracelular foram co 

locados em 10 ml de fluido de cintil ação. A radioactividade foi conta

da num espectrometro de cintilação liquida (Packard Tri-Carb Liquid

-Scintil lation Spectrometer, modelo 3320). O fluido de ci ntilação con

sistia numa mistura de 8 g de PP0 (2,5-difeniloxazol), 200 mg de P0P0B 

O,4-bis-(5-feniloxazol-2-il)benzeno], 1 litro de Triton X-1 00 e To

lueno até um volume total de 2 litros. 

8.7. Ensaios imunoquimicos 

8.7.a . "ELISA" para determinação de anticorpos contracitomegalovirus 

Os soros dos doentes receptores de enxerto cardiaco foram analj_ 

zados pelo Laboratorio de Saude Publica (Public Health Laboratory) do 

Addenbrooke's Hospital quanto ã existência de anticorpos contra ci tome 

galo-virus (CMV), virus Herpes Simpl ex (VHS) e virus Epstein-Barr (VEB) . 

A técnica de fixação do complemento foi usada na determinação Je anti

corpos contra CMV e VHS, enquanto que anticorpos para VEB foram dete

ctados por imunofluorescência. Considerou-se haver sero- conversão quan

do o aumento do titulo de reacção (antigénio-anticorpo) era superior a 

quatro. 
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Quantificãmos e qualificãmos também os anticorpos contra CMV 

no teste "ELISA" ("Enzyme Linked Immuno -sorbentassay" ), que foi UTia ~ 

dificação do ensaio radioimune descrito por Kangro (1980). Para tal, 

as fracções de IgM e IgG foram preparadas a partir dos soros por fil

tração em Sephacryl S 300. O antigénio de CMV OREA 04/05 e o seu con

trol OREE 04/05 (Behring Diagnostics) foram diluidos em ãgua destilada: 

1/50 para o ensaio de IgG e 1/10 para o de IgM. Colocaram-se 60 µl do 

antigénio diluido nas concavidades de placas microtituladoras (Limbro 

S-MVC-96 PVC microtitre plate) e secaram-se ao ar quente (de secador de 

cabelo) durante 30 minutos. Apôs arrefecimento das placas, estas foram 

tratadas com formalina a 10%, durante 5 minutos e ã temperatura ambien 

te. Lavaram-se as placas duas vezes em PBS contendo 0,08% W/ V) de 

Tween 20 (Dulbecco). Para reduzir a l igação não especifica, incubaram

-se as placas com PBS/Tween contendo 2% de soro normal de Coelho duran 

te 18 horas, a 49C . Apôs lavagem das placas com PBS/Tween, adicionaram

-se a cada concavidade alíquotas de 50 µl de soro inteiro ou fraccion~ 

do e11 diluições sucessivas (duplicadas) em PBS/Tween contendo 5% de so 

ro normal de Coelho. As placas recobertas de antigénio fixado foram en 

tão incubadas com os soros durante l hora ã temperatura ambiente para 

determinação de IgG e a 379C para a de IgM. Apôs 3 lavagens com PBS/ 

/Tween adicionou -se 50 µl de conjugado especifico de peroxidase na di

luição Ôptima, previamente determinada. Assim, usou-se: (i) soro anti

-IgG humana, feito em Coelho (conjugado de peroxidase y-especifico; 

P214, Dako} diluído 1/500 em PBS/Tween, contendo 5% de soro nonnal de 

Coelho; (ii) soro anti-lgM humana, feito em Coelho (conjugado de pero

xidase µ-especifico; P 212, Dako} diluído 1/500 em PBS/Tween, contendo 

5% de soro normal de Coelho. Fez-se incubação de l hora ã temperatura am

biente para o ensaio de IgG e a 379C para O de IgM. Apôs mais 3 lavagens 

72 



como as anteriores, adicionou-se a cada concavidade das placas 60 µl 

de reagente corante: 100 mg de 0-fenileno diamina (Sigma) misturadas 

com 40 µl de peroxido de hidrogénio a 30% e 100 ml de tampão citrato 

0,075M a pH 5,0. Passados 20 minutos interrompeu-se a reacçao com 

H2so4 3M. 

Leu-se a densidade Ôptica (D.O.) a 492 nm num espectrofotõme

tro "Multiskan" (Flow Laboratories). 

B.7.b. Ensaio de antiglobulina relacionada com infecção 

A metodologia foi baseada na que Koritz e col. (1980) desenvolver.am no 

nosso laboratõrio. IgG human agregada pelo aquecimento foi conjugada 

a eritrôcitos humanos do grupo O tratados com quimotripsina (de pân

creas bovino do tipo II, Sigma) usando o método do CrC1 3 (vêr alinea 

8.3.c.2). Estes foram titulados numa placa de microtitulação contendo 

diluições sucessivas de soro. Os titulos aglutinantes foram determina 

dos como na alinea 8.3.c.3). 

8.7.c. Determinação da IgM total 

Determinou-se algG total pelo teste de. hemaglutinação passiva e re

versiva (vêr alinea 8.3.c,3)). Para tal, usaram-se eritrõcitos de Car

neiro tratados com tripsina e conjugados com a fracção de IgG de soro 

anti-IgM humana. 

A especificidade do reagente foi também verificada num teste de 

hemaglutinação passiva e reversiva, tal como descrito por Coombs e cal. 

(1978). Os · titulos aglutinantes foram determinados como anterionnente 

mencionado na alinea 8.3.c.3). 
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B.8. Metodologia estatística usada no tratamento dos 

resultados 

Os dados obtidos nas reacçoes de roseta foram tratados estatis

ticamente de acordo com os mêtodos descritos por Sokal e Rohlf (1967), 

sendo a maioria dos resultados apresentados como médias aritmêticas in 

cluidas nos respectivos intervalos de confiança ao nível de 95%. 

Para comparação estatística das médias foi utilizado o teste t 

de Student, sendo consideradas significativas todas as diferenças em 

que P >0,05, No caso particular em que o mesmo individuo foi testado 

para dois tratamentos utilizou-se o"teste t para comparação emparelha-

d li 

a • 

Os limites de confiança para a média bem como os testes de si

gnificância foram efectuados nos dados normalizados por intennédio da 

transformação angular. 

Todos os câlculos estatísticos (excepto o teste! para compa

raçao emparelhada) foram realizados no Microcomputador TRS-80, perte.!!_ 

ça do Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro, e cujos 

programas foram cuidadosamente elaborados em linguagem Basic pela Prof. 

Doutora Maria Helena Moreira, a quem agradecemos toda a excelente 

colaboração. 
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III - RESULTADOS 

A. ESTUDO DA INTERR ELAÇAO DE POPULAÇÕES LINFOCITÃRIAS 

DE INDI VTDUOS SAUDÃVEIS 

1. Marcação da população T 

A população E+, ou seja a população linfocitãria possuidora de 

receptores de eritrõcitos de Carneiro, conhecida como população T (Jo.!:1_ 

dal e col., 1972; Fioland, 1972; Papamichael e col., 1972) pode ser 

identificada por eritrõci tos t ratados quer com AET (2- ami no-etil- iso

- tiouroni o brometo hidrobrometo) , ou com Nase (neurami ni dase) , ou com 

papai na , ou mesmo com eritrõcitos não tratados. desde que se usem as co.!:1_ 

dições Õptimas de rea cção (39 Capitulo da tese de M. S~ .• Carvalho,1 983). 

No presente trabalho pretendemos comparar a demarcação da popu-

lação linfocitãria E+ Nase (definida pela reacção de roseta E, com erj_ 

trõcitos de Carneiro tratados com neuraminidase) com a população de 

linfócitos marcados com o anticorpo monoclonal (AcMc) YTH 12.5 na reac 

ção de roseta antideterminante directa (RRAdD). 

Para tal recolheu-se sangue de dadores voluntãrios, cujos lin

fócitos isolados foram testados em paralelo na reacção de roseta E e 

na RRAdD. 

Os valores medi as das rosetas E+ e das rosetas YTH+ obtidos na 

suspensão linfoci t ãria total e nas suspensoes destituídas de células 

- + B ou de celulas YTH apresentam-se acompanhados dos respectivos inter_ 

vales de confiança, cujos limites superior e inferior foram determin~ 

dos ao nível de 95% (Fig. 3.1.) . Importa salientar que a media dos da 
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Fig. 3.1. Comparação entre a formação de rosetas E e a de ro
setas YTH nas seguintes suspensões linfocitârias: 
total, destitu1da de linfÕcitos B e destitu1da de 
linfÕcitos YTH. Eritrõcitos de Carneiro tratados com 
neuraminidase (reacção de roseta E) e eritrõcitos de 

Boi conjugados com AcMc YTH 12 .5 (RRAdD) foram inde
pendentemente levados a reagir com os linfÕcitos das 
vãrias suspensões celulares. 

Os intervalos de confiança das medias foram calcula
dos ao n1vel de 95%. 

N.S . As médias das amostras nao sao significativame.!!_ 
te diferentes (P>>0,05). 
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dos pode não coincidir com o ponto médio do intervalo de confiança 

pois que tivémos de realizar o trabalho estatistico com os dados nor

malizados pela "transformação angular" (vêr alinea 8.8. de "Material 

e Métodos"). 

Os testes de significância da diferença das médias efectuaram

-se pelo método do "teste t para comparação emparelhada" uma vez que 

trabalhãmos pares de dados (rosetas E e rosetas YTH) obtidos a partir 

de cada dador (vêr alinea 8.8. de "Material e Métodos") . 

Com efeito, o teste t para comparação emparelhada indicou que 

as diferenças entre os pares de dados não eram significativamente d.:!_ 

ferentes (P>>0,05) em qualquer das suspensões celulares: (i) na sus

pensão total t15 = 0,52, com 0,5<P<0,9; (ii) na suspensão destituida 

de linfÕcitos 8 t5=0,28, com 0,5<P<0,9; (iii) e na suspensão desti

tuida de linfÕcitos YTH+ t 2=1 ,10, com 0,2 <P<0 ,4. 

Não sendo as diferenças significativas ( P >> O ,05 ) 

concluímos que os eritrõcitos de Carneiro (rosetas E) e o AcMc YTH 

12.5 (rosetas YTH) detectavam idênticas populações linfocitarias. 

O facto de as proporções de rosetas E e de rosetas YTH serem 

semelhantes na suspensão celular total, não indica por si sõ que os 

eritrõcitos ENase e os eritrõcitos conjugados cano AcMc YTH 12.5 

reajam com as mesmas células. No entanto a variação em paralelo das 

percentagens de rosetas E e de rosetas YTH tanto nas suspensões linfo 

citãrias destituidas de células 8 como nas destituidas de células YTH+ 

(Fig. 3.1),sugere-ncsQ.Je os marcadores celulares (ENase e AcMcYTH12.5) 

reagem com os mesmos linfÕcitos. 

Pôde pois concluir-se que ambos os indicadores celulares demar 

cama mesma população linfocitãria-a população de cêlulas T. 
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2. Marcação de diversas populações linfocitãrias 

Com base nos resultados obtidos na alinea anterior, decidimos 

prosseguir a identificação dos linfÕcitos T pelo método da RRAdD, 

usando o anticorpo monoclonal YTH 12.5. 

Utilizãmos também o anticorpo monoclonal YCL 6.8 conjugado a 

eritrõcitos de Boi, pelo método do CrC1 3, a fim de ser também usado 

na RRAdD. Este AcMc e especifico para determinantes monomÕrficos da 

molécula HLA-DR (Waldmann, comunicação pessoal), molécula esta desi

gnada por "Ia-like", ou simplesmente "Ia", por ser idêntica ã moléc.!:!_ 

la Ia do Rato. 

A detenninação das condições Õptimas de reacçao dos eritrõci

tos conjugados com YTH 12.5 ou com YCL 6.8 foi assunto de estudo mi

nu cioso apresentado no 49 capitulo da nossa tese de M.Sc. (Carvalho, 

1983) . No presente trabalho usãmos pois as condições Õptimas que se 

descrevem nos "Material e Mêtodos" (alineas B.3.c. e B.4.b. ). 

Para marcação dos linfócitos portadores de Ig de superficie 

(linfÕcitos B) utilizou-se um anticorpo policlonal contra Ig humana 

(Ig anti-Ig) feito em Carneiro. Esta Ig anti-Ig foi preparado no nos 

so laboratório e o método de reacção de roseta antiglobulina directa 

(RRAD) foi o descrito por Coombs e col. (1977) (vêr alineas B.3.c . e 

B.4.b. de "Material e Mêtodos'). 

A detenninação da proporção de linfÕcitos que expressam a ca

deia leve K de Ig (parte dos linfÕcitos B) foi realizada pelo método 

de RRAdD com um anticorpo monoclonal especifico, anti-cadeia K humana 

(a-Ck) feito em Murganho. 

79 



Os linfÕcitos possuidores de receptores para a porçao Fc da 

IgG, foram detectados pela reacção de roseta EA, usando eritrõcitos 

de Boi sensibilizados com anticorpo especifico (IgG purificada), fei_ 

to em Coelho (vêr alineêS 8.3.b. e 8.4.d. de "Material e Metodos"). 

Dos estudos realizados na suspensão linfocitãria isolada do 

sangue de diversos dadores voluntãrios, verificou-se que, da popula-

- .-. + -.+ -çao total de lrnfoc1tos, 75,1 - 5,3 % (media - SEM) {n=76) eram celu-

+ - + las T; 19,4 - 6,4% (n=97)eram celulas B; 13,8 - 6,1 % (n=21) express~ 

vam a cadeia leve K; 15,6 ± 7,6% (n=66)possuiam o antigenio Ia; e 

+ 22,6 - 3,3% (n=2l)expressavamreceptores para Fc. 

Na Fig. 3,2. apresentam-se as medias das diversas populações 

linfocitãrias acompanhadas dos seus respectivos limites de confian

ç~ determinados ao nível de 95%. 

Este estudo mostra a representatividade de cada população li.!!_ 

focitãria (definida por marcador de membrana) na suspensão de linfÕ

citos sanguineos. Dado que cada população êce-ermina:ia per si não nos e 

possível concluir se algumas das células positivas para determinado 

marcador o são tambêm para outro . 

3. Determinação da interpenetração de pares de populações 

t nosso propõsito, nesta secção, determinarmos a correlação en 

trepares de populações linfocitârias definidas por marcadores de mem 

brana. 

sao quatro as subpopulações que se obtêm a partir de cada par de 

marcadores de membrana. Assim,se considerarmos os marcadores X e Z ,pod~ 

mos delinear (i) a subpopulação positiva para X mas negativa para z 

(x+z-), (ii) a subpopulação duplamente marcada {X+Z+), (iii) a posi-
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Fig. 3.2. Proporções das diversas populações linfocitârias 

definidas por marcadores de membrana. Os linfÕcj_ 

tos formam rosetas com eritrõcitos de Boi conju

gados com AcMc YTH 12.5 (linfÕcitos T), com Ig 

anti -Ig humana (linfÕcitos B), com AcMc anti-ca

deia K human (linfÕcitos ck+) e com AcMc 6.8 (li.!!_ 

fÕcitos Ia+); os linfÕcitos formam também rosetas 

com eritrõcitos de Boi sensibilizados com anti

-IgG (linfÕcitos RFcy+). 
Os intervalos de confi ança das médias foram deter 

minados ao nivel de 95%. 
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tiva para z mas negativa para x (X-Z+) e (iv) a subpopulação negati

va para ambos os marcadores (X_Z_). 

Foram dois os métodos aplicados na determinação das 4 subpop~ 

lações linfocitârias. O método da destituição celular (DC) foi desen

volvido e discutido na nossa tese de M.Sc., quando aplicado ao estu

do de populações linfocitârias do Rato (59 Capitulo da tese de M.Sc., 

Carvalho, 1983). A técnica de reacção de roseta mista (RRM) -e 

um método mais eficiente que a distituição celular,e foi também 

por nõs desenvolvida nos 39 e 59 capítulos da mesma tese (Carvalho, 

1983). A descrição de ambos os métodos, bem como as suas vantagens e 

inconvenientes, encontram-se sumariamente apresentados na parte final 

da "Introdução" do presente trabalho . 

- - + 3 ~. Correlaçao entre as populaçoes B e Ck 

Por definição, os linfÕcitos B sao as células li nfÕides capa

zes de sintetizar e expressar Ig endÕgena na superfície externa da 

membrana. Todav ia a enumeração dos li nfÕci tos B en gdo motivo ce grande contr~ 

vérsia devido ao facto de alguns linfócitos (provavelmente não B) t~ 

rema capacidade de adsorver Ig do meio pelos seus receptores de Fc 

e darem portanto falsos resultados positivos de células B. 

Sabe-se que 2/3 dos linfÕcitos B segregam e expressam a cadeia 

K de Ig e que o outro 1/3 segrega e expressa a cadeia À • Se 

nas nossas condições de experiência houvesse linfÕcitos que adsorve~ 

sem Ig citofilica do meio, aqueles linfÕcitos ficariam revestidos de 

variadas Igs, umas Igs constituídas por cadeias K e outras por ca

deias À. Isto porque o processo de adsorção é de natureza não especi. 
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fica. 

No presente estudo realizãmos a RRM com o AcMc anti-cadeia K 

(marcador de linfÕcitos Ck+) e a Ig anti-Ig humana (marcador de li.!!_ 

fÕcitos Ig+). A observação de uma proporção de linfÕcitos Ck+ supe

rior a 2/3 relativamente ãs cêlulas Ig+, indicaria que o AcMc esta

va a detectar nao soas verdadeiras cêlulas 8 produtoras de Ig de 

cadeia K, mas tambêm outros linfÕcitos que haviam adsorvido inespe

cificamente cadeias K e À de Ig. 

Os resultados do Quadro I mostram, tal como se esperava, que 

todas as cêlulas ck+ se incluem na população 8 (subpopulação 8+Ck+) 

porquanto a subpopulação 8-Ck+ era inexistente. A subpopul ação 

8+Ck- corresponde a 10,3 + 3,1 % (variando entre 7,0% e 15,5%) dos 

linfÕcitos totais enquanto que a subpopulação 8+Ck+ representa 

20,8 ± 7,3% (variando entre 9,0% e 32,5%) dos linfócitos. Por conse 

guinte, a subpopulação duplamente marcada {8+ck+) constitui 65,96 ± 

± 6,40% (variando entre 52,94 ± 75,81%) da população 8 total. Are

lação entre as duas populações, B e ck+ , encontra-se representada 

no diagrama da Fig. 3.3-A. 

Estes resultados mostram pois que alêm de todas as células 

ck+ serem Ig+ (8), representam tambêm cerca de 2/3 (ou 66%) das cé

lulas 8. 

Podemos pois concluir que nas condições em que realizãmos as 

experiências, nao e provãvel que tenha havido adsorção de Ig citofi

lica pelos receptores Fc dos linfÕcitos . Deste modo, podemos con

cluir que os linfÕcitos marcados pela Ig anti-Ig humana são verdadei 

ros linfõcitos 8, células estas produtoras e possuidoras de Ig na su 

perficie externa da sua membrana. 
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QUADRO I 

As quatro subpopulações obtidas por RRM entre o marcador de 

cêlulas B (Ig anti-Ig humana) e o de cêlulas ck+ (AcMc anti-Ck)-

Percentagem da suspensao Perc~tagem das células 
DADOR linfocitâria total B ck+ 

- + - + Tambem Ck Tambem B 

B+Ck- B+Ck+ 8-Ck+ - - ~ xlOO B+C + xlOO B Ck 

~ (b) B (a) 

8 8,0 9,0 0,0 83 ,0 52,94 100,00 

9 7,0 11 ,o 0,0 82 ,0 61 , 11 100,00 

11 7,0 17,5 0,0 75,5 71 ,43 100,00 

10 1 O ,o 19,5 0,0 70,5 66, 1 O 100,00 

12 12,0 19,5 0,0 68,5 61 ,90 100,00 

13 1 O ,o 20,0 0,0 70,0 66,67 100,00 

14 7,5 23,5 0,0 69 ,0 75,81 100,00 

15 14,5 26,5 0,0 59,0 64,63 100,00 

16 11 ,5 28,5 0,0 60,0 71 , 25 100,00 

20 15,5 32,5 0,0 52,0 67 ,71 100,00 

+ X-OPM= + 10,3-3,1 + 20,8-7,3 + 0,0-0,0 + 69 ,0-9,9 + 65,96-6,40 100 ,00±0,00 

(a) a população + - - + -B e dada pela soma das subpopulaçoes B Ck e 

B+Ck+ 

( b) a população + - - + + Ck e dada pela soma das subpopulaçoes B Ck e 

B-Ck+ 

NOTA: - + -A intercepção da população B com a populaçao Ck e dada 

- + + pela subpopulaçao B Ck 
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A 

B 

o so 100 Re I ação Mêtodo 
--1 -..-------r--..-----.---.-1 -....-~-....-~------1 

B vs T 

Fig. J.3. Diagrama mostrando a correlação das p0pulações: 

RRM 

RRM 

destituição 
ce l ular 

RRM 

(A) B e Ck+ : subpopulações B+Ck- (¾), B+Ck+ (la), 

e B Ck ( 0); 

(B) Ck+ e T: subpopulações ck+T-

Ck -T+ ( ) e ck -T- (O); 

(C) B e T 

- + + + Note-se que a subpopulaçao Ck T (2,1 - l ,7%) corres-

ponde a cerca de 2/3 da subpopulação B+T+ (3,9 ± 2,7%). 
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3.b. Correlação entre as populações B e T 

Tem sido descrita a existência de uma pequena proporçao de lin 

fÕcitos que expressam simultaneamente marcadores de células B e de cé 

lulas T, ou seja, Ig de superficie e receptores para eritrõcitos de 

Carneiro (Bentwich e col., 1973-a; Dickler e col ., 1974; Haegert e col., 

1978-a). Por outro lado tem sido também referida uma população que não 

expressa qualquer daqueles marcadores, a 'população nuli~ como foi pri

meiramente designada por Froland e Natvig (1973). A existência desta 

população tem sido no entanto negada por Haegert (1978-a; 1978-b) e 

Pepys e col. (1981). 

As populações B e T têm sido determinadas por contagens indepe.!! 

dentes das células B e T, numa mesma suspensão linfocitâria: se a soma 

das proporções encontradas atingirem os 100% , nega-se a existência da 

população nula; pelo contrãrio, demonstra-se a existência de tal popu

lação quando a soma das proporções de B e Te menor que a totalidade 

dos linfÕcitos. 

No nosso estudo procedemos ã realização de marcação dupla, isto 

e, utilizãmos simu l tâneamente dois marcadores celulares. Tanto o meto 

do de destituição celular como o método de reacção de roseta mista 

(RRM) permitiram não sõ detenninar as proporções de linfÕcitos B e T, 

como também nos informaram relativamente ãs proporções da população 

+ + - - -duplamente marcada, BT, e da populaçao nula, BT. 

O Quadro II mostra que os linfÕcitos B que não expressam o an

tigénio YTH 12.5 (subpopulação B+T-) constituem 9,3±3,1 % da população 

linfocitâria (variando entre 5,0% e 14,0%) de acordo com os resulta

dos obtidos pelo método de destituição celular; ou 14,9±7,1 % (varia.!! 
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QUADRO II 

As quatro subpopulações obtidas por destituição celular (a) e por RRH (b) 
entre o marcador de linfÕcitos B (Ig anti-Ig humana) e o de linfÕcitos T 

(AcMc YTH 12.5) 

Percentagea di suspensão P~cenug• d1s célul•s 

1 infoc1tiri1 toul 8 T 
t.4,a1>9 T Wlbl!II 8 

M[TOOO OAOOA a•r- s•r• 8-T+ - - a•r• x 100 ~-100 8 T ~ T 

1 'º·º o.o S4,0 6,0 0 ,00 0,00 

1 l C ,O a.o 69 ,0 17 ·º o.ao 0,00 

2 7,0 1,0 58,0 34,0 12 ,50 1 ,70 

3 s .o 6,0 ,a.o 11,0 SC,55 7, lC 

• e 12,S 6,5 
77 ·º 4,0 34 ,21 7,78 

s 8,5 7,0 67 ,5 17 ·º 45, 16 9, 40 

6 8 ,5 a.o 71 ·º 12,S 48,48 10, 13 

6 12 ·º a.o 74,0 6,0 40,00 9 .76 

] 6,0 9,0 77 .s 7,5 60,00 10 ,40 

XC!)Pl4 3,J!J ,l 
.. 

5,J :3,7 
. 

72 , J! ] ,6 
. 

1z,3!9,J 
. 

J2,76!22,J9 
. 

6, 26!4,42 • 

Ml'. T~O s•r- s•r• s· r• . . a·r• X JCO ~ X !CO DADOR 3 T :;;. r' 

8 10 ,0 o.o 79, 0 
1 ·º O, )0 0 ,JO 

9 '},0 1 ,.) lO , ') !) , 1) 1) , JO 1, 10 

10 l 3 ,J 1,0 31 ·º S,J 7, 14 ' ·ª 
11 14 , J l , J ló ,O J ,,) 6 ,67 1, 30 

12 18 ,0 ? • ) ~º .'J 12 ,0 10,JO 2,S6 

1) 22 , 5 3 , J d ,O ~.5 11 , l ó 4, 17 

t> 14 'l .'> J. J lê . j 1 • ~ 
1 

14 ,óJ 4 . )O 

4 l, J ~.J 1) , ) JJ . J 
1 
1 JS , 71 d ,62 

)5 Lo,'-' 5 ,J ,,, ·º l ,J ló , 13 ~ . )4 

16 ~, ·º 5,) o J , ,) 5,0 IS ,62 7, J 5 

17 5 ,5 5 ,0 o2 ,0 l1 .5 47 ,61 7 ,46 

6 -l ,v 7 ,1) 10 ,J 14 ·º 0, 7S 1,,)9 

6 ,, . ) ;i,o 70 ,0 16,0 57, 14 10 ,26 

18 I Z ,O 8,0 16,0 4,0 40 ,00 9,S2 

~ H.9:7 ,l 
.. 

3.9:z .1 
. 

71, 1 !9, l 
. 

10, l !9 ,8 
. 

22 ,sa!1a, 26 
. 

5,lB!J ,58 • 
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Em cada subpopulação as medias obtidas pelos métodos a e b nao sao signifi ca

tivamente diferentes ; 

* ao nível de 95t {P>0,05) 
** ao nível de 99$ (O,-Ol<P<0,05) 



do entre 5,5% e 27,0%) quando determinado por RRM. 

A população que expressa Ig de superfície e o antigénio YTH 

12.5 (subpopulação B+T+) representa 5,0±3,7% (variando entre 0,0% e 

9,0%) ou 3,9±2,7% (variando entre 0,0% e 8,0%) dos linfÕcitos totais, 

conforme determinado, respectivamente, por destituição celular ou por 

RRM (Quadro II). 

A subpopulação B-T+ é constituida pelos l infócitos que contêm 

o antigénio YTH 12.5 e que nao expressam Ig. Esta subpopulação B-T+ 

representa 72,9±7,6% (variando entre 58,0% e 84,0%) ou 71 ,1±9,1 % (v~ 

riando entre 53,0% e 90,0%) dos linfõcitos totais, tal como detenni

nado, respectivamente, por destituição celular ou por RRM (Quadro II). 

Finalmente a subpopulação B-T- constitui a denominada popula

çao nula e representa 12,8±9,3% (variando entre 4, 0% e 34,0%) ou 

10,1±9,8% (variando entre 0,0% e 33,0%) da totalidade dos linfÕcitos 

como calculado, respectivamente, pelo método de destituição celular 

ou por RRM (Quadro II). 

A anãlise da significância das médias foi realizada nos dados 

nonnalizados pela transformação angular (ver "Material e Métodos") . 

As medias obtidas por destituição celular e por RRM não diferem signj_ 

ficativamente (P>0,05), considerando as subpopulações B+T+, B-T+ e 

- - * - -BT (Quadro I~ ). No entanto, as medias encontradas pelos dois meto-

dos para a subpopulação B+T- são significativamente diferentes ao ni 

vel de 95%, mas jã não o são, contudo, ao nível de 99%, pois que 

0,0l <P<0,05 (Quadro II,**). 

As medias obtidas pelos dois métodos de marcação dupla foram 

integradas no diagrama da Fig. 3.3.-C. Deste diagrama torna-se eviden 
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te a semelhança da demarcação das subpopulações linfocitãrias. Apenas 
- + -a subpopulaçao BT surge ligeiramente menor quando determinada 

pelo método de destituição celular, em comparação com o estudo 

realizado por RRM. 

Deste trabalho pode pois concluir-se que hã de facto uma pop~ 

lação de linfÕcitos que não sõ expressa Ig de superficie (marcador de 

células B) como também possui o antigénio YTH 12.5 (marcador de cê

lulas T). Esta subpopulação B+T+ constitui pois a intercepção das 

populações B e T. 

A existência da população nula é também evidente, embora esta 

seja bastante variãvel de dador para dador. Na nossa casuísti ca regi~ 

tãmos um dador que a não possuía (n9 9, Quadro II) . 

Observa-se ainda do Quadro II que a subpopulação duplamente 

marcada (B+T+) constitui 32,76±22,99% ou 22 ,58±18,26% (conforme o me

todo utilizado: destituição celular ou RRM, respectivamente dos lin

fÕcitos B, variando entre 0,00% e 60,00% (destituição celular) ou e_!! 

tre 0,00% e 57,14% (RRM). 

- + + + Do mesmo modo, a subpopulaçao BT representa 6,26-4,42% ou 

5,28±3,58% (método de destituição celular ou por RRM, respectivamen

te) da totalidade dos linfÕcitos T, variando no primeiro método de 

0,00% a 10,40% e no segundo de 0,00% a 10, 26% (Quadro II). 

- - + 3.c. Correlaçao entre as populaçoes Te Ck 

Neste estudo pretendemos detenninar a correlação entre os lin 

fÕcitos T (marcados pelo AcMc YTH 12,5) e os linfócitos que expressam 

a cadeia K da Ig (marcados pelo AcMc anti-Ck)· 
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Verificãmos que apenas uma reduzida população de linfÕcitos ex 

pressava ambos os marcadores (2,1±1 ,7%, variando de 0,0% a 6,0%) (Qu~ 

dro III e Fig. 3.3-8). 

- + + - ++ Comparando esta subpopulaçao T Ck com a subpopulaçao T 8 

(Quadro II-b e Fig. 3.3-C) verifica-se que a media observada de r+ck+ 

(2,1±1,7%) (Quadro III e Fig. 3.3 -8) se aproxima dos 2/3 calculados a 

partir da medja de T+8+ (3,9±2,7% x 2/3 = 2,6±1 ,8%) , medii esta cal

culada mas que se aproxima da obti~a pelo método de R_RM. 

Estes resultados confirmam as conclusões anteriormente referi

das: (i) existe uma subpopulação de linfócitos que expressa ambos os 

marcadores de células 8 e de células T (8+T+) e (ii) não ocorreu ad

sorção de Ig citofílica por células 11 não-8 11
• Se tivesse havido adsor

ção de Ig do meio pelos receptores de Fc dos linfócitos, esta seria 

naturalmente não especifica o que levaria a encontrarmos (contraria

mente ao observado) uma subpopulação r+ck+ muito superior a 2/3 da 

- + + subpopulaçao T 8. 

- + 3.d. Correlação entre as populaçoes 8 e Ia 

O antigénio HLA-DR, "Ia-like 11 ou simplesmente Ia tem sido dete 

ctado na superfície externa dos linfÕcitos 8, dos monõcitos e das cê

lulas da população nula (Winchester e col,, 1975 . ; Humphreys e col .• 

1976; Winchester e col., 1976; Schlossman e col., 1976). 

Foi objectivo desta alínea verificar se os linfócitos 8 (célu

las que, por definição, sintetizam e expressam Ig de superfície) tam

bém podem ser identificados pela presença do antigénio Ia. O mesmo e 

- + -perguntar se a população de células 8 e a de celulas Ia sao uma e 

a mesma população linfocitãria, 
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DADOR 

8 

9 

11 

10 

12 

13 
14 

6 
6 

18 

°x!OPM 

QUADRO III 

As quatro subpopulações obtidas por RRM, entre o marcador de células T (AcMc YTH 12.5) 

e o de células ck+ (AcMc anti-Ck). 

Percentagem da suspensão Percentagem das células 

linfocitãria total T e + 
k - + tambem T tambem ck 

T+Ck- T+C + T-C + T-Ck - r+ck+ x 100 + + 
k k Tx X ,oo 

/? e + 
k 

71 ,o 0,0 7,0 22,0 0,00 0,00 

89,0 l , O 8,0 2,0 l , 11 22,22 

75,0 l , O l O, 5 13,5 l ,32 17,39 

81 ,o l ,O 13,5 4,5 l , 23 6,70 

76,0 2,0 9,0 13,0 2,56 18, 18 

73,0 2,0 8,0 17,0 2,67 20,00 

75,0 2,0 6,5 16,5 2,60 2,35 

73,0 3,0 10,0 14,0 3,94 23,08 

61 ,o 3,0 12,0 24,0 4,69 20,00 

78,0 6,0 8,0 8,0 7, 14 42,85 

+ 75,2-7,2 + 2,1-1,7 + 9,3-2,2 + 13,5-7,l + 2,73-2,08 19 , 2i!: l l , 17 
I.D 



Procedemos pois ã anãlise de células B e de células Ia+ exis

tentes nas três suspensões linfocitãrias: (i) total, (ii) destituida 

de células B e (iii) destituida de células Ia+ (Fig. 3.4). O método 

estatistico de "comparação emparelhada" (vêr alinea 8.8. de "Material 

e Métodos") permitiu-nos relacionar as proporções de células B comas 

de células Ia+ para cada dador. Assim, os cãlculos estatisticos indi 

caram que as diferenças entre os pares de dados (proporção de células 

B e de células Ia+) em cada dador eram significativamente diferentes: 

na suspensão linfocitãria total essa diferença é muito evidente pois 

que P<<0,05 (O,OOl<P<0,01); nas suspensões destituidas de células B 

e de células Ia+ P<0,05 (0,02<P<0,05) (Fig. 3.4). 

Deste estudo pode pois concluir-se que a população de linfÕci 

tos ql'e expressa Ig de superficie é distinta da população que expre~ 

sa o antigénio Ia. 

Para determinarmos a relação entre aquelas duas populações pr~ 

cedemos ã determinação das quatro subpopulações (B+Ia-, B+Ia+, f r/ e 

8-Ia-) pelos métodos de destituição celular e de RRM (Quadro IV), As 

médias das subpopulações obtidas pelos dois métodos nao sao signifi

cativamente diferentes pois que em todos os casos o teste t de Stu

dent mostrou que P>0,05. 

A subpopulação B+Ia- constitui 10,1±5,1 % (variando entre 2% e 

16,5%) ou 8,o±s,9% (variando entre 2,0 e 16,0%) dos linfÕcitos to

tais conforme, respectivamente, determinado pelo método de destitui 

çao celular ou RRM (Quadro IV). 

A subpopulação duplamente marcada B+Ia+ representa 7,7±4,6% 

(variando entre 2,rn;e 14,0%) ou 11 ,8±7,0% (variando entre 3,0% e 

27,0%) de acordo com o método aplicado, destituição celular ou RRM, 
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Fig . 3.4. Comparação entre a proporção de linfÕcitos que expressam 

Ig de superfície (cêlulas B) e o antigénio Ia (células 
Ia+), nas seguintes suspensões linfocitãrias : total, de~ 
tituída de linfÕcitos B e destituída de linfÕcitos Ia+. 

Eritrõcitos de Boi tratados com papaina e conjugados com 
Ig anti-Ig humana (marcador de células B) ou com AcMc 
YCL 6.8 (marcador de células Ia+) foram independentemen

te levados a reagir com linfÕcitos das vãrias suspensões 
celulares . 
Os intervalos de confiança das medias foram cal culadas ao 
nível de 95%, 
O "teste t para comparação emparelhada " indicou que as d.:!_ 
ferenças entre os pares de dados (proporção de células B 
e de cêlulas Ia+) de cada dador são significativamente d.:!_ 
ferentes: * P <<0,05:0,00l <P<0,01 

** P<0,05 :0,02<P<0 ,05 
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MtTOOO 

a 

MtTODO 

b 

94 

QUADRO IV 

As quatro subpopulações ob tidas por destituição celular (a} e por 

RRM (b} entre o marcador de linfócitos B (Ig anti-Ig huma na ) e o 

de linfõcitos Ia+ (AcMc YCL 6.8). 

Percentagem da suspensão Percentagem das células 

l l nfocitãria total ~ + la 
tambem la também B 

DADOR a•1a- B+la+ 8-la + B la 
a•1a + X 100 B+Ia + X 100 

a• la+ 

7,5 2,0 2,5 88 ,0 2, 11 44,44 

2 14,0 3,0 0 ,5 82,5 17 ,65 85 ,71 

2 13,5 3,5 0 ,5 82,5 20 ,59 87.50 

16 ,5 5,5 4,5 73,5 25,00 55,00 

3 2,5 7,5 3,0 '37 ,o 75,00 71 ,43 

3 2,0 8 ,0 2,0 88,0 S30,00 80 ,00 

6 12,5 12,0 13,0 62 ,5 48,98 48,00 

6 11 ,o 13,5 5,0 70,5 55, 10 72,97 

6 11 ·º 14,0 11,0 64,0 56,00 56 ,00 

x'=OPM 10, 1!5 , l * 1,rt4,6 * 4.7±4,5 
. 

77 ,6±10,2 • 42 ,27:27,11 
. 

66,76!16,3 • 

DADOR 8+1a- B+la + B-la + B-la - B+la + X 100 a•ia + X 100 
a• la 

12,0 3,0 2,5 82 , 5 20,00 54, 55 

21 11,0 7,0 11 ,o 71 ,o 38 ,89 39 ,89 

3 5,0 9,0 3,0 83,0 64,29 75 ,00 

22 2,0 11,0 7,0 ílO,O 84 ,62 61 , 11 

22 2,0 11,0 3,0 84,0 84,62 7B,57 

4 2,0 13,0 0,5 84,5 86 ,67 96,30 

6 14,0 13 ,0 4,0 69 ,0 48, 15 76 ,47 

23 16,0 27 ,o 4,5 52,5 62 .79 85,71 

x±oPM 8,0±5,9 * 11,8:7,0 • 4,3±3,3 • 75,a:11 , 1 • 61,30!24,30 • 10,ao±18,40 • 

Em cada subpopulação as médias obtidas pelos métodos! e~ não são signlflcatlv~mente diferentes 

( *): P>0 ,05. 



respectivamente (Quadro IV). 

A subpopulação B-Ia+ constitui 4,7±4,5% (variando entre 0,5% e 

l3,0%se determinada por destituição celular e 4,3±3,3% (variando en

tre 0,5% e 11,0%) se determinado por RRM (Quadro IV). 

Finalmente, a subpopulação negativa para ambos os marcadores 

corresponde a 77,6±10,2% (variando entre 62,5% e 88 ,0%) ou a 75,8±11,1% 

(variando entre 52,5% e 84,5%) conforme determinado por destituição 

celular ou por RRM (Quadro IV). 

Na Fig. 3.5-A apresenta-se o diagrama das mêdias das quatro 

subpopulações obtidas pelos dois métodos: destituição celular e RRM. 

Nesta Fig . 3.5-A tornam-se claramente evidentes os linfÕcitos B que 

não são Ia+ (subpopulação B+Ia-) e os linfÕcitos Ia+ que não expres-

... - - + -sam Ig de superf1cie (subpopulaçao B Ia). A subpopulaçao duplamente 

marcada surge ligeiramente mais alargada (11 ,8±7, 0%) quando determin~ 

da por RRM do que quando obtida por destituição celular (7 ,7±4,6%) . 

o 50 100 
Relação Mêtodo 

B vs Ia 

destituição 
celu lar 

RRM 

Ia vs T RRM 

Fig. 3.5 - Diagrama mostrando a correlação das populações: 
(A) B e Ia+: subpopulações B+Ia- (~), B+Ia+ (~), 

B - Ia+ ( }:;:;: ) e B - Ia - ( D) ; 

(B) Ia+ e T: subpopulações Ia+T- (::::::::::), Ia+r+ (~), 
Ia-T+ ( ) e Ia_T_ (0), 
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O presente estudo confirma que a população de linfõcitos B e 

distinta da população de linfÕcitos Ia+, se bem que a intercepção das 

mesmas (dada pela subpopulação B+Ia+) seja relativamente elevada, De 

facto, observa-se que a subpopulação duplamente marcada corresponde a 

42,27±27, 11% (por destituição celular) ou a 61,3Jh;:t24,30~ (por RRM) dos 

linfÕcitos B (Quadro IV); do mesmo modo, verifica-se que 66,76±16,30% 

(por destituição celular) ou 70,80±18,40% (por RRM) dos linfÕcitos Ia+ 

possuem tambêm Ig de superfície. 

- - + 3.e. Correlaçao entre as populaçoes Te Ia 

A existência de uma pequena proporção de linfÕcitos T possuid~ 

res de antigénio Ia na sua membrana externa tem sido motivo de alguma 

controvérsia. Eva~s 2 col. (1978) em ensaios de citotor icidade (em que 

mediram a libertação de 51 cr dos linfÕcitos lisados com anti-soros p~ 

liclonais e complemento) e Reinherz e col. (1979) usando anticorpos 

monoclonais no FACS (Fluorescence-activated cell sorter) não detecta

ram aquela população duplamente marcada T+Ia+. Pelo contrãrio, outros 

investigadores (Albrechtsen, 1977; Fu e cal . , 1978; Yu e col., 1980, 

Schuurman e col ., 1980) demonstraram a existência de uma proporçao de 

4-10% dos linfõcitos Tem repouso que expressavam o antigénio Ia+, 

usando anti-soros e imunofluorescência indirecta, 

Naqueles estudos os linfÕcitos T eram inicialmente isolados 

apos o que realizavam o teste para determinação do antigênio Ia . 

No nosso estudo aplicãmos o mêtodo de RRM em que fizemos rea_ 

gir simultaneamente o indicador de linfÕcitos T (AcMc YTH 12.5 con

jugado a eritrõcitos fluorescentes de Boi) e o marcador de linfÕcitos 

96 



Ia+ (AcMc YCL 6.8 conjugado a eritrõcitos de Boi não fluorescentes). 

- - + Observamos uma populaçao de 3,4-2,0% (variando entre 1 ,5% e 

7,0%) de linfÕcitos que apresentavam os antigénios YTH 12.5 e YCL 6.8, 

isto é, linfócitos T+Ia+ (Quadro V e Fig, 3.5-B). Esta subpopulação 

corresponde a 4,12±2,36% (variando entre 2,14% e 8,33%) dos linfÕci

tos Te a 21,03±12,33% (variando entre 6,21 % e 42,86%) dos linfócitos 
+ Ia . 

Os nossos resultados confirmam pois a descrição de outros auto 

res (Albrechtsen, 1977; Fu e col., 1978; Yu e col ,, 1980; Schuurman e 

col., 1980) sobre a subpopulação de linfÕcitos T (4-10%) que expressa 

o antigénio Ia+. 

Do Quadro V também se observa que dos linfôcitos totais : 71 ,2± 

±5,4 (v;iriando entre 62,0% e 81 ,0%) constituem a subpopulação T+Ia-; 

15,4±8,9% (variando entre 3, 0% e 31 ,0%) formam a subpopulação T-Ia+; 

e 9,2±8,0% (variando entre 1,0% e 27, 0% ) representê'ITl a subpopulação 

T-Ia - . 

3.f . Correlação entre as populações B e RFc + y 

Receptores de membrana para a porção Fc da IgG (RFcy) têm si

do detectado's em linfÕcitos B (Di ckler e Kunkel, 1972 ) , tendo al 

guns autores sugerido que os RFc se restringiam ã população B (Cl.:!_ 
y 

ne e col., 1972; Jondal, 1974). 

Nesta secção apresentamos a correlação da população B (linfÕ
+ citos que expressam Ig de superfície) com a população RFc • Para tal y 

usãmos a RRM com eritrõcitos de Boi conjugados com Ig anti-Ig humana 

(marcador de cêlulas B) e eritrõcitos de Boi revestidos de IgG (pur.:!_ 
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QUADRO V 

As quatro subpopulações obtidas por RRM entre o marcador de linfÕcitos T (AcMc YTH 12.5) 

e o de linfõcitos la+ (AcMc YCL 6.8). 

Percentagem da suspensão Percentagem das celulas 
linfocitãria total T la+ 

- + tambem la tambem T 

+ + + + 
T+la- T+la+ T-la+ T-la - ~ X 100 ~X 100 

T+ la+ 

69,0 1 , 5 22,0 7,5 2, 14 6,38 

78,0 2,0 7,0 13,0 2,50 22,22 

81 ,o 2,0 7,5 9,5 2,41 21 ,05 

78,0 2,0 17,5 2,5 2,50 10,26 

71 ,o 2,0 10,5 16,5 2,74 16,00 

72 ,o 2,0 25,0 l ,O 2,70 6,90 

66,0 2,0 30,5 l ,5 2,94 6 ,21 

68,0 2,0 3,0 27,0 2,86 40,00 

73,0 2,5 11 ,5 13,5 3,33 17 ,87 

68,0 5,0 10,0 17,0 6,85 33,33 

62,0 5,0 31,0 2,0 7,46 13,89 

66,0 6,0 18,0 10,0 8,33 25,00 

69,0 6,0 8,0 17,0 8 ,00 42,86 

76,0 7,0 14,5 2,5 2,86 32,56 
+ 71,2-5,4 3,4±2,0 15,4±8,9 9,2±8,0 4,12±2,36 21,03! 12,30 ~ 

co 



ficada) especifica para estes eritrõcitos (marcador de cêlulas RFc +) y 

(vêr alínea 8.3.b. de "Material e Mêtodos"). 

O Quadro VI e a Fig. 3.6-A apresentam as subpopulações encon

tradas: 5,9±2,7~ dos linfócitos totais (variando entre 2,0% e 11 ,0%) 

expressam Ig de superfície mas não possuem RFc +; 18,1±4,6% dos lin
Y 

fÕcitos (variando entre 11 ,0% e 22,5%) expressam ambos os marcadores 

de cêl ulas B e de cêlulas RFc + ; 4,4±2,8% da população linfocitãria 
y 

(variando entre 1 ,5% e 8,5%) possui RFc + mas não expressa Ig de su 
Y 

A 

B 

Relação Método 
o 5 0 100 

B vs RFc RR~ 

RFc r vs T RRM 

Ia vs RFc RRM 

Fig. 3.6 - Diagrama mostrando a correlação das populações: 

(A) B e RFc + subpopu l ações B+Fc- (~), B+Fc+ (8), 
y 

+ - +- ++ (B} RFc e T: subpopulaçoes Fc T (8), Fc T (BI), y 

Fc-T+ ( ) e Fc T ( □). 

(C) Ia+ e RFc + subpopulações Ia+Fc- C:t-:-: ), Ia+Fc+(a} 
y 
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QUADRO VI 

As quatro subpopulações obtidas por RRM entre o marcador de linfocitos B (Ig anti-Ig humana) 

e o de linfÕcitos RFc + (IgG purificada, revestindo eritrôcitos de Boi) y 

Percentagem da suspensão Percentagem das celulas 

linfocitãria total B Fc+ 
- + tambem Fc - + tambem B 

B+Fc- B+Fc+ 
B+ Fc+ X 100 s+ Fc+ x 100 

B-Fc+ B-Fc - ---;+ ~c+ 

11 ,o 11 ,o 2,5 75,5 50,00 81 ,48 

6,0 13,0 8,5 72 ,5 66,67 60,47 

5,0 17,5 6,0 71 ,5 77 ,78 74,47 

6,0 18,5 2,5 73,0 75, 51 88, l O 

6,0 21 ,5 l , 5 71,0 78, 18 93,61 

5,5 22,5 2,5 69,5 80,36 91,84 

2,0 22,5 7,5 68,0 91 ,84 76,67 

+ 5,9-2,7 + + 18,1-4,6 4,4-2,8 + 71 ,6-2 ,4 74 ,33±13 ,00 80,95±11 ,62 

o 
o 



perficie; e 71,6±2,4% dos linfÕcitos não possuem Ig de superfície nem 

RFc (variando entre 68,0% e 75,5%) (Quadro VI). y 

Embora sejam elevadas, tanto a proporção de linfõcitos B que e~ 
+ pressam receptores Fcy (74,33-13,00%, variando entre 50,00% e 91 ,84%) 

como a proporção de linfÕcitos RFc + que expressam Ig de superfície y 

(80,95±11,62%, variando entre 60,47% e 93,61 %), estes resultados indi-

cam que as populações B e RFc + não são a mesma. Pelo contrârio, hâ 
y 

cerca de 25,67% (100% - 74,33%= 25,67%) de cêlulas B que não possuem 

receptores Fc e cerca de 19,05% (100%-80,95%= 19,05%) de linfõcitos y 

RFcy+ que não pertencem ã população 8. 

3.g . Correlação entre as populações Te RFc + 
y 

Foi em 1974 que pela primeira vez se observou · que uma reduzida 

proporção de linfÕcitos T seriam portadores de RFc (Brown e Greaves, y 

1974; Dickler e col., 1974), mas foram os trabalhos de Ferrarini e col. 

(1975), de Samarut e col. (1976) e de Moreta e col. (1976; 1978a; 1979 

a,b; 1980) que tornaram clara a existência de tal subpopulação. 

Neste nosso trabalho pretendemos calcular a proporção de linfõ

citos que são simultaneamente Te RFc +. 
y 

O Quadro VII e a Fig. 3.6.B mostranas 

contradas na correlação da população T com a 

quatro subpopulações en
+ RFc . Pode pois observar-

Y 
-se que os linfõcitos T que não expressam receptores Fc (subpopulação y 

T+Fc-) correspondem a 69,7±7,4% (variando entre 60,0% e 82,0%) da sus
Y 

+ + pensao linfocitâria total. A subpopulação duplamente marcada (T Fc) 
y 

constitui 4,6±2,4% (variando entre 2,0% e 8,0%) dos linfÕcitos totais. 

São 17,6±6,4% (variando entre 10,5% e 29,0%) os linfÕcitos que possuem 

receptores de Fc mas que não expressam o antigênio YTH 12.5 {T-Fc+). y y 
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QUADRO VII 

As quatro subpopulações obtidas por RRM entre o marcador de linfócitos T (AcMc YTH 12.5) e 

o de linfócitos RFc + (IgG purificada, revestindo eritrõcitos de Boi). y 

Percentagem da suspensão Percentagem das celulas 

linfocitãria total T Fc+ 
- + tambem Fc - + tambem T 

+ + T+Fc+ X 100 
T+Fc- T+Fc+ T-Fc+ /4x 100 T-Fc -

~+ r+ 

62,0 2,0 29,0 7,0 3, 13 6,45 

70,0 2,0 15,0 13,0 2,78 11 ,76 

82,0 3,0 10,5 4,5 3,53 22,22 

68,0 4,0 20,0 8,0 5,56 16,67 

60,0 6,0 21 ,o 13,0 9,09 22,22 

74,0 7,0 16,5 2,5 8,64 29,79 

72 ,o 8,0 11 ,o 9,0 10,00 42, 1 O 

+ 69,7-7,4 + 4,6-2,4 + 17,6-6,4 + 8,1-4,0 + 6,10-3,09 21 ,60°!1 l ,80 

o 
N 



As cêlulas que não expressam qualquer daqueles marcadores (T-Fc-) re

presentam 8,1±4,0% (variando entre 2,5% e 13,0%) dos linfócitos totais, 

Do mesmo Quadro VII, verifica-se que apenas 6,10±3,09% (varian

do entre 2,78% e 10,00%) dos linfócitos T possuem receptores para a PO!, 

ção Fc da Ig. Por outro lado, observa-se tambêm que 21,60±11 ,80% (va

riando entre 6,45% e 42,10%) dos linfócitos RFc + expressam o antigé-
Y 

nio YTH 12.5 (marcador de celulas T). 

Deste estudo pode pois concluir-se que a subpopulação de linfó

citos T possuidora de receptores Fc corresponde a 4,6±2,4% da popula
Y 

ção linfocitãria total ou a 6,10±3,09% dos linfÕcitos T. 

3.h. Correlação entre as populações Ia e RFc + 
y 

Nesta ultima alínea de correlação de populações linfocitãrias 

foi nossa intensão determinar a intercepção da população de linff 

cites que expressam o antigénio Ia e a que possui receptores para a 

porçao Fc da Ig. 

- - + Realizamos pois a RRM entre os marcadores de populaçoes Ia e 

+ RFc , cujas subpopulações se encontram no Quadro VIII e na Fig. 3.6-C. y 
- + - + A subpopulaçao Ia Fc representa 12,7-4,3% (variando entre 5,0% e 

18,5%) dos linfócitos totais, Os linfõcitos duplamente marcados (Ia+Fc+) 

correspondem a 14,1±4,4% (variando entre 8,0% e 20,0%) da população 

linfoc1tãria total. São 6,9±4,1 % (variando entre 2,5% e 15,0%) os linff 

citos que expressam Rfc +masque não possuem o antigénio Ia (Ia-Fc+). 
y 

Finalmente os linfÕcitos desprovidos de Ia e de RFc (la-Fc-) represen 
y -

tam 66,4±5,4% (variando entre 62,5% e 74,5%) da suspensão linfocitãria 

tota 1. 
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QUADRO VIII 

As quatro subpopulações obtidas por RRM entre o marcador de linfÕcitos Ia+ {AcMc YCL 6.8) 

o de linfócitos RFc + (IgG purificada, revestindo eritrõcitos de Boi). y 

Percentagem da suspensão Percentagem das células 

linfocitãria total Ia+ Fc+ 
- + tambem Fc - + tambem Ia 

+ + Ia+Fc+ X 100 + - Ia+Fc+ - + Ia-Fc - Ia Fc x 100 Ia Fc Ia Fc 
~+ ~+ 

12,5 8,0 15,0 64,5 39,02 34,78 

10,0 10,0 5,5 74,5 50,00 64,52 

15,5 12,0 5,5 67,0 43,64 68,57 

18,5 13 ,5 9,0 59,0 42, 19 60,00 

5,0 17,0 6,0 72,0 77 ,27 73 ,91 

15,0 18,0 4,5 62,5 54,55 80,00 

12,5 20,0 2,5 65,0 61 ,54 88,89 

+ 12,7-4,3 + 14,1-4,4 + 6,9-4,l + 66,4-5,4 + 52,60-7,25 67 ,24!17 ,28 

o 
~ 



De toda a população Ia+, apenas 52,60±7 ,25% (variando entre 

39,02% e 77,27%) possuem receptores Fc . Do mesmo modo, a subpopula
Y 

çao Ia+Fc+ constitui 67,24±17, 28% (variando entre 34,78% e 88,89%) 

dos linfôcitos RFc +. 
y 

4. Heterogeneidade das populações l infocitãrias 

Na secçao 2 deste capitulo , apresentãmos as proporçoes que c~ 

da população (T, 8, ck+ , Ia+ e RFcy+) ocupa na suspensão linfocitãria 

obtida do sangue perifer ico humano (Fig . 3.2.). Na secção seguinte d~ 

terminãmos a intercepção de cada par de populações, utilizando têcni

cas de marcação dupla . Tal intercepção representa pois os linfôcitos 

duplamente marcados. 

Nesta secçao, apresentamos a heterogeneidade de cada população 

linfocitãria que nos e dada pela intercepção de uma população com ca

da uma das outras . 

4.a. População 8 

Consideremos nesta alínea a população de linfÕcitos 8, isto e, 
o conjunto de cêlulas linfÕides que expressam Ig na superfície exter

na da sua membrana. Estas cêlulas 8 representam 19 ,4±6,4% dos linfÕci 

tos sanguíneos totais (ver Fig. 3.2). 

Como se observa na Fig. 3.7 os linfócitos 8 não constituem uma 

população homogênea pois que são diversas as proporções de cêlulas 8 

que expressam os vãrios marcadores das restantes populações linfocit~ 

. C + T I + e RFc +. De r, as: k , , a Y 

linfócitos 8: (i) 65,96±6,40% 

facto, verificãmos que da totalidade de 

expressavam a cadeia K da lg (vêr Quadro 

105 



100 

co 

o 
l n:, 
<> 
n::, 1 * ::::, 
a. 
o 
a. 
n::, 50 -e, 

E 
Q.) 

cn 
n::, 
.µ 
e 
Q.) 

u 
~ 
Q.) 

a.. 

o -'---....... ---__,IJ,.IJ,I.LI.W,l&,~.1.1./,L-__,,i,.:.:.:.:,.:.:.:.,i...;.;,w;.;,,i _ __. 

Marcador T 

Mêtodo o.e . RRM 

Ia 

o.e. RRM 

RFc 
y 

RRM 

Fig. 3.7. - Heterogeneidade da população de linfôcitos B. As 

medias das proporções dos linfôcitos B que 

expressam os marcadores de células ek+, T, 

também 

+ Ia e 

RFc + foram obtidas dos Quadros I, II, IV e VI 
y 

respectivamente. 

Os intervalos de confiança das médias foram calcu

lados ao nível de 95%. 

*As médias obtidas por destituição celular(De) e por 

RRM não são significativamente diferentes: P>0 ,05, 
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I, coluna 6); (ii) 32,76±22,99% ou 22,5a±1a ,26% dos linfócitos B ex

pressavam o antigênio YTH 12,5 (marcador de cêlulas T), determinados 

respectivamente pela têcnica de destituição celular ou por RRM (vêr 

Quadro II, coluna 7); (iii) 42,27±27,11 % ou 61 ,30±24,30% das cêlulas 

B eram tambêm Ia+, respectivamente por destituição celular ou por RRM 

(vêr Quadro IV, coluna 7); (iv) 74,33±13,00% dos linfócitos B possuiam 

receptores para a porção Fc da IgG (RFc) (vêr Quadro VI, coluna 6). 
y 

Note-se que na Fig. 3.7 não representãmos o desvio padrão para 

cada mêdia de dados (como o fizêmos nos Quadros anterionnente aprese~ 

tados) mas sim o intervalo de confiança das mesmas mêdias, cujos lim.:!_ 

tes superior e inferior foram determinados ao nível de 95%. As mêdias 

por vezes não coincidem com o ponto mêdio do intervalo de confiança 

porque este teve de ser calculado nos dados normalizados pela transfo.!:_ 

mação angular (ver "Material e Mêtodos" alinea 8. 8 ). Estas considera

ções aplicam-se tambêm aos estudos subsequentes (alíneas 4.b., 4,c. e 

4.d.). 

4.b. População T 

Definimos a população T como o conjunto de cêlulas que expres

sam o antigênio YTH 12.5. Este antigênio que ê detectado pelo AcMc 

YTH 12.5, encontra-se nas mesmas cêlulas que formam rosetas E com eri 

trõcitos de Carneiro (vêr alínea l do presente Capítulo), cêlulas es

tas gue têm sido reconhecidas como linfÕcitos T (Jondal e col., 1972; 

Froland, 1972; Papamichael e col., 1972). A população de linfÕcitos T 

constitui 75,1±5,3% da totalidade dos linfÕcitos sanguíneos (vêr Fig. 

3.2) . 
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A popul ação T não é t odavia homogénea pois que contém pequ! 

nas proporções {<6,5%) de células que possuem também marcadores das 

outras populações estudadas neste trabalho (Fig. 3.8): B, ck+' Ia+ e 

RFcy+· Na verdade observãmos que: (i) 6,26±4,42% (por destituição ce

lular) ou 5,28±3,58% (por RRM) dos linfÕcitos T possuiam Ig de super

fície (marcador de células B) (vêr Quadro II, coluna 8); (ii) 2,73± 

±2,08% dos linfÕcitos T expressam a cadeia K da Ig (vêr Quadro III, 

coluna 6); (iii) 4,12±2,36% das células T eram também Ia+ (vêr Quadro 

V, coluna 6); e (iv) 6,10±3,09 da população T possuía tambêm recepto

res para a porção Fc da IgG (vêr Quadro VII, coluna 6) (Fig. 3,8). 

4 - + .c. Populaçao Ia 

A população linfocitãria que expressa o antigénio Ia (definida 

pelo AcMc YCL 6.8) constitui 15,6±7,6% dos linfõcitos sanguíneos to

tais (vêr Fig. 3.2), 

Esta população Ia+ apresenta contudo alto grau de heterogenei-

- + dade pois que são elevadas as proporções de celulas Ia que possuem 

também marcadores das restantes populações linfocitãrias (Fig. 3.9): 

+ B, Te RFc . 
y 

De facto, verificãmos que: (i) 66,76±16~0%(por desti-

tuição celular) ou 70,80±18,40% (por RRM) das células Ia+ possuíam Ig 

de superficie (marcador de células B) (vêr Quadro IV, coluna 8); (ii) 

21,03±12~0%dos linfÕcitos Ia+ expressavam o antigénio YTH 12.5 (mar

cador de células T) (vêr Quadro V, coluna 7); e (iii) 52,60:7,25% das 

células Ia+ possuíam receptores para a porção Fc da IgG (vêr Quadro 

VIII, coluna 6) (Fig. 3,9}. 
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Fig. 3.8 - Heterogeneidade da população de linfÕcitos T. As medias 

das proporções dos linfõcitos T que também expressam os 

- + + + marcadores de celulas 8, Ck , Ia e RFcy foram obtidas 

respectivamente dos Quadros II, Ili, V e VII. 

Os intervalos de confiança das medias foram calculados 

ao nivel de 95%. 

*As medias obtidas por destituição celular (DC) e por RRMnão 

são significativamente diferentes: P>0,05. 
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Fig. 3.9. - Heterogeneidade da população de linfÕcitos Ia+. As 

medias das proporções dos linfÕcitos Ia+ que tambêm 

expressam os marcadores de cêlulas B, Te RFc + fo-Y 

ram obtidas respectivamente dos Quadros IV, V e VIII. 

Os intervalos de confiança das medias foram calcula

dos ao nível de 95% . 

*As medias obtidas por destituição celular (DC) e por 

RRM não são significativamente diferentes: P> 0,05. 
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4.d. População RFcy+ 

Os linfÕcitos providos de receptores para a porção Fc da IgG 

representam 22,6±3,3% de toda a população de linfÕcitos sanguineos 

(Fig. 3.2). 

Os linfÕcitos RFc + distribuem-se pelas diversas populações li_!!, y 

focitãrias (Fig. 3.10), pois observãmos que: (i) 80,95±11,62% das cêlu-

las RFc + eram linfÕcitos B (Quadro VI, coluna 7); (ii) 21,60±11,80% 
y 

das cêlulas RFc + eram linfõcitos T (Quadro VII, coluna 7); e (iii) 
y 

67,24±17,28% dos linfÕcitos possuidores de RFc eram cêlulas Ia+ (Qu_! 
y 

dro VIII, coluna 7). 
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Fig. 3.10 - Heterogeneidade da população de linfÕcitos possuido

res de receptores Fc . As medias das proporções dos 
y 

linfócitos RFc + tambem expressam os marcadores Y que 

de células B, Te Ia+ foram obtidas dos Quadros VI, 

VII e VIII. 

Os intervalos de confiança das mêdias foram calcula-

dos ao nivel de 95%. 
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B. ESTUDO DAS POPULAÇÕES LINFOCITÃRIAS DE DOENTES IMUNODEPRIMIDOS 

APÕS TRANSPLANTAÇ~O CARDIACA 

Nesta sacção apresentamos um estudo pormenorizado das populações 

linfocitârias de doentes receptores de enxerto cardiaco e mantidos sob 

acçao de drogas imunodepressoras. 

Realizando-se cerca de 12 operações de transplantação cardíaca 

* por ano no Papworth Hospital , foi-nos possível proceder ã anãlise de 

amostras sanguineas de 30 sobreviventes dos 44 doentes ate então subrne 

tidos ã operação de transplantação. 

Por uma questão de metodologia, dividimos os doentes que estudã

mos em três grupos: (i) 13 doentes de sobrevida longa (haviam sido ope

rados hã mais de 365 dias) que estavam sob tratamento de predenisol ona 

e azatioprina; (ii) 11 pacientes imunodeprimidos durante os primeiros 

10 dias põs-operatõrios com globulina anti-timÕcito e ciclosporina A 

(Cs-A) e subsequentemente apenas com Cs-A; as amostras sanguíneas fo

ram analizadas desde o dia da operação, durante um mês e com a frequê.!! 

eia de 2-3 colheitas por semana; (iii) 6 doentes imunodeprimidos com 

Cs-A desde o dia da operação e durante cerca de oito meses. 

As populações B, Te Ia+ foram detenninadas pela reacção de rose 

ta dos linfÕcitos com eritrõcitos de Boi conjugados, respectivamente, com 

Ig anti-Ig humana (teste de RRAD), com o AcMc YTH 12.5 e com o AcMc YCL 

6.8 (testes de RRAdD) cuja metodologia se descreve nas alíneas 8.3.c. e 

* Hospital localizado a cerca de 60 Km de Cambridge. 
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B.4.b de "Material e Métodos" . Os linfÕcitos possuidores de receptores 

para a porção Fc da IgG (RFcy+) foram enumerados na reacção de roseta 

com eritrõcitos de Boi sensibilizados com a fracção de lgG purificada 

a partir do anti-soro contra eritrõcitos de Boi (teste de roseta EA), 

tal como descrevemos nas alíneas B.3.b. e B.4.d. de "Material e Méto-

dos". 

A detecção de linfÕcitos T possuidores do antigénio Ia (células 

Tia+) ou de receptores Fcy (células TFc+) foi realizada por meio da 

reacçao de roseta mista (RRM) de acordo com a metodologia descrita nas 

alineas B.3.b., B.3.c., B.3.d. e B.4.c. de "Material e Métodos". 

1. Estudo das populações linfocitãrias de doentes de 

sobrevida longa, imunodeprimidos por predenisolona e azatioprina 

O regime imunodepressor destes doentes, desde o dia da opera

çao de transplantação, encontra-se descrito na alínea A.2.a. de "Mate 

rial e Métodos". Ã data da colheita do sangue estes doentes encontra

vam-se jã desde alguns meses sob administração de predenisolona (0,5 

mg/Kg/dia) e azatioprina (0,3 mg/Kg/dia). 

1.a. Alteração das proporçoes das populações linfocitârias 

O estudo estatístico pennitiu-nos observar que as variâncias 

das amostras em todas as populações linfocitãrias dos doentes eram 

superiores ãs variâncias dos respectivos controlos normais (a) (vêr 

desvios-padrão (b} representados na Fig. 3.11). Esta elevada variân 

(a) Dados obtidos nas secções A.2, A.3.e e A,3.g deste capitulo . 

(b} Nota: o desvio-padrão é a raiz quadrada da variância. 

114 



Fig. 3. 11. 

100 

V) 

ltl 

,·1 
+J 
(l) 
V) 

o 
s... 
(l) 

"O 

* V) 

50 (l) 
s... 
o 

NSl 
"O 
ltl 
E ~ s... 
o ..... 
V) 

o 
+J .,.. 
u 

rNS l 

7 
'º ..... 
e: .,.. 

_J 

o 

,: : : : : : ~. ·.·.·.·.· 
{}(, 

n= 76 36 97 20 66 22 22 10 20 22 

População T B Ia+ Rf c + na+ 
-y 

Comparação entre as proporções das diversas populações linfocitãrias encontradas em 
e em indivíduos imunodeprimidos (•,:;:) com predenisolona (0,5 mg/Kg/dia) e azatioprina 

Representam-se os desvios-padrão das medias; n: tamanho das amostras. 
N.S. As variâncias e as medias não são significativamente diferentes (P>0,05). 

* As variâncias e as medias são significativamente diferentes (P<0,05). 

* 
INSl 

7 10 
TFc + 

y 

indivíduos normais 
(O ,3 mg/Kg/di a) . 

NS* As variâncias são significativamente diferentes (P<0,05) mas as medias não o são (P>0,05). 

NOTA: No caso de as variâncias das amostras serem significativamente diferentes (P<0,05), utilizou-se o adequado teste 
t de Student para comparação de duas medias, em que o valor das variâncias foram ponderados na determinação do 
numero de graus de liberdade . 

....... ..... 
(Jl 



eia reflecte uma maior dispersão dos dados obtidos, nos doentes em re 

lação ã observada nas amostragens controlo. 

Verificãmos que apenas as variâncias das populações T, RFc +, 
y 

Tia+ e TFc + (assinalado com 
y * e NS na Fig. 3.11) eram significativa-

mente mais elevadas (P<0,05) do que os respectivos controlos, pois que 

as variâncias das restantes populações (B e Ia+) não diferiam signifi

cativamente dos seus controlos nonnais (assinalado com NS na Fig. 3.11). 

t importante salientar que o tamanho das amostras (n) das popu

lações T, B, Ia+ e RFc + dos doentes e consideravelmente menor que o 
y 

dos respectivos controlos normais (Fig. 3.11). Assim, o aumento do n 

nas amostragens dos doentes poderia reduzir a variância das mesmas pois 

que 

onde s 2 e a variância da amostra , E (x-x )2 a soma dos quadrados dos 

desvios da media e no tamanho da amostra. 

- - + + De particular interesse e o caso das populaçoes Tia e TFcy 

em que ondas amostras dos doentes e superior ao n das dos respectj_ 

vos controlos e que mesmo assim aquelas apresentam uma variância si

gnificativamente maior (P<0,05) que as amostras dos seus controlos nor 

mais (Fig. 3.11). 

Por outro lado, a comparação estatística das mêdias (a) mostrou 

que apenas a mêdia da população T dos doentes (56,66±13,02 com n=36) 

(a) No caso de as variâncias das amostras serem significativamente 
diferentes (P<0,05), utilizou-se o adequado teste t de Student 
para comparação de duas mêdias, em que os valores das variân

cias foram ponderados na determinação do número de graus de li

berdade. 
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se apresenta significativamente menor que a média da população T nos 

dadores de controlo nonnal (75,11±5,29.tcom n=76) (19 par de colunas 

da Fig. 3.11). 

Pelo contrãrio, a média da subpopulação Tia+ encontrada nos 

+ doentes (9,l6-8,62%com n=22) apresenta-se significativamente superior 

ã média da respectiva população Tia+ nonnal (3,4±2,2%com n=20) (59 

par de colunas da Fig. 3.11). 

- - + + + As medias de todas as outras populaçoes (B, Ia , RFc e TFc ) 
y y 

dos doentes não diferiam significativamente das mêdias dos respecti-

vos controlos normais (Fig. 3.11). 

Estes resultados sugerem que as drogas imunodepressoras (pred! 

nisolona e azatioprina) afectam primordialmente a proporção de cêlulas 

T circulantes no sangue dos doentes. Aquelas substâncias imunodepres

soras actuam de forma heterogênea, pois encontrãmos elevadas variân

cias em todas as populações linfocitãrias dos doentes, apesar de a sua 

administração ter sido em função do peso do doente. 

l.b. Alterações da quantidade de linfÕcitos que constituem 

as diversas populações linfocitãrias 

Apõs isolamento dos linfÕcitos (a) do sangue de dadores normais 

obtinhamas uma mêdia de 110±3ox104 células por ml de sangue colhido. A 

recolha linfocitãria dos doentes imunodeprimi ctos era, contudo , conside 

+ 4 ravelmente menor: 13,5-7,SxlO por ml de sangue. 

{a) Linfócitos separados de eritrõcitos e leucõcitos polimor
fonucleares em gradiente de densidade, e de monõcitos por 
fagocitose (ver alinea B.1, de "Material e Mêtodos"). 
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Entendemos pois ser importante determinar a quantidade de li~ 

fÕcitos existente, em cada população linfocitãria, por ml de sangue, 

quer nos doentes imunodeprimidos quer nos individuas normais. O Quadro 

IX apresenta as proporções de cada população linfocitãria determinada 

nos doentes imunodeprimidos e o respectivo número de linfócitos (porml 

de sangue) que as constituem. Este valor foi calculado a partir (i) da 

proporçao que cada população representava na totalidade de linfÕcitos 

e (ii) da recolha linfocitãria obtida na mesma amostra de sangue. 

As médias da quantidade de linfÕcitos existentes em cada popul~ 

çao linfocitãria dos doentes (obtidas do Quadro IX) foram representa

das na Fig. 3.12, para comparação com os valores normais. Torna-se ela 

ramente evidente o reduzido numero de linfócitos que constituem cada 

população linfocitãri J dos doentes imunodeprimidos. Assim, encontrãmos 

por cada ml de sangue, respectivamente nos individuas normais e nos 

doentes: (i) linfócitos totais: 110,0±1 0,0 (n=96) e 13,5±7,8 (n=l 3) ; 

(ii) linfÕcitos T: 82,61±5,83 (n=76) e 7,67±5,49 (n=ll); (iii) linfó

citos 8: 21,34±7,04 (n=97) e 3,62±2,62 (n=ll); (iv) linfÕcitos Ia+: 

17,16±8,36 (n=66) e 2,29±1,93 (n=ll); (v) linfócitos RFc +: 24,86± y 

±3,53 (n=21) e 5,34±2,58 (n=7); (vi) linfócitos Tia+ : 3,74±2,20 (n=20) 

e 1,45±1 ,02 (n=lO); e finalmente (vii) linfócitos TFc +: 5,06±2,64 y 

(n=8) e 1,01±0,88 (n=8) (Fig. 3.12). 

Estes resultados mostram ainda que foi a população Ta mais 

afectada pela acção das drogas imunodepressoras, correspondendo a um 

decréscimo de 90,72% relativamente ao controlo normal (Fig. 3.12). 
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2. Estudo das alterações das populações linfocitãrias 

ao longo dos primeiros 30 dias pós-operatórios 

O grupo de 11 doentes estudados nesta secçao receberam globulj_ 

na anti-timócito (GAT) e ciclosporina A (Cs-A) desde o dia da operação 

e durante os 10 dias subsequentes. A partir do 119 dia pós operatório 

o tratamento imunodepressivo prosseguiu apenas com Cs-A (para detalhes 

vêr alínea A.2.c. de "Material e Métodos"). 

De quatro doentes (0-36, D-37, 0-38 e 0-39) as amostras san

guineas foram colhidas com intervalo de tempo relativamente longo (1 

amostra por semana) o que nos impediu de obter suficiente informação 

sobre a variação das populações linfocitãrias (resultados nao aprese.!!_ 

tados). 

Dos restantes sete oacientes conseguimos obter amostras 

sanguineas com uma frequência mais elevada: 2-3 colheitas por semana. 

Tendo dois doentes ( 0-4 2 e 0- 43) f a 1 eci do logo apõs o acto 

operatório, apresentaremos neste trabalho apenas o estudo longitudinal 

de 5 doentes: 0-40, 0-41, 0-44, 0-45 e 0-46. 

2.a. Alteração da concentração de linfócitos sanguineos 

A Fig. 3.13 mostra claramente a drãstica redução da concentra

ção de linfócitos observada nas amostras de sangue obtidas nos 2 pri

meiros dias põs-operatõrios. 

Assim, o doente 0-40 que antes da operaçao possuia 120,0xl04 

linfócitos por ml de sangue (dia O), passou a ter apenas 13,3xl04 

após um dia de tratamento imunodepressor (dia 1). Do mesmo modo o 
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Fig . 3.13. Concentração de linfÕcitos no sangue de doentes submeti 

dos aos tratamentos de GAT + Cs-A,seguido de Cs-A, desde 
o dia da operação de transplantação cardiaca. 

( ..... ) Doente D-40 

(---) Doente D-41 
(..-..) Doente 0-44 

(0-G) Doente D-45 

(8-G) Doente D-46 

(□) Concentração de linfócitos no sangue de indivi-
duos normais (dados obtidos do Quadro IX) . 

( :·,-:: ) Concentração de linfôcitos no sangue de doentes 
de sobrevida longa (dados obtidos do Quadro IX). 
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doente D-44 reduziu a sua concentração de linfócitos de 150,0xl04/m1 

de sangue (dia O) para 23,3xl04 (dia 1) e 11,0x104 (dia 5). 

A mesma Fig. 3.13 mostra que não hã diferença significativa en 

tre as concentrações de 1infÕcitos detectadas durante a administração 

de GAT ou apõs interrupção do mesmo tratamento. 

Da mesma Fig. 3.13 também se pode conc1uir que tanto a dosagem 

combinada de GAT e Cs-A (10 dias iniciais) como a Cs-A por si sopro

vocam uma redução da concentração de 1infÕcitos idêntica ã observada 

nos doentes de sobrevida 1onga: 13,50±7,80x104 1infÕcitos por m1 de 

sangue (Quadro IX). 

2.b. Alteração das populações 1infocitãrias 

2.b.l. População T 

Nos primeiros dias põs-operatõrios observou-se uma redução si 

gnificativa da proporção de linfÕcitos T (Fig. 3.14-a). Assim, e to 

mando como exemp1o o doente D-44 verifica-se que antes da operação 

(Dia O) os 1infÕcitos T representavam 78,0% da tota1idade de 1infÕcj_ 

tos, proporção esta inc1uida nos valores nonnais (75,1±5,3%). Nos 

dias subsequentes, os 1infÕcitos T baixaram para 43,0% (dia 1), 38,0% 

(dia 2) e 32,5% (dia 5). 

Durante os 10 dias de administração de GAT as proporçoes de 

linfócitos T de todos os doentes estudados encontravam-se abaixo dos 

va1ores observados nos individuas normais (75,1±5,3%) e nos doentes 

de sobrevida longa (56,1±13,0%) (Fig. 3.14-a). 

Apõs interrupção do tratamento com GAT observou-se um ligeiro 
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Fig. 3.14. Alteração da população T (cêlulas YTH 12.5+) ao longo dos 

primeiros 30 dias pÕs-operatõrios: (a ) proporção da popu
lação T; {b) concentração de linfÕcitos T. 

( .,_.) Doente 0-40 

(._.) Doente 0-41 
(_..._.) Doente 0-44 

(0-0) Doente 0-45 
(0-0) Doente D-46 

a - Proporção de li nf Õci tos T em: 

(11111111) Indivíduos normais (vêr alínea A.2 ) 
(ffülf!j) Doentes de sobre vi da 1 onga (vêr a li nea B .1 . aJ 

b - Concentração de 1 i nfôci tos T em: 

(11111111) Indivíduos normais (vêr Quadro IX) 
rnlltliO Doentes de sobrevida longa (vêr Quadro IX) 
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aumento das proporçoes de linfôcitos T, valores estes agora incluidos 

nos observados nos doentes de sobrevida longa, mas ainda abaixo dos 

valores normais (Fig. 3.14-a). Apenas um doente (D-41) não atingiu 

tais valores, vindo tambêm a falecer ao 229 dia pôs-operatõrio. 

Para determinarmos a concentração de linfôcitos T (quantidade 

de cêlulas T por ml de sangue) de cada doente ao longo dos 30 dias 

pôs-operatõrios, recorremos a cãlculos idênticos aos efectuados no 

Quadro IX e cujos resultados apresentamos na Fig. 3.14-b. 

O decrêscimo da concentração de linfÕcitos T nos dias seguin

tes a operação de transplantação foi drãstico, decaindo, por exemplo 

em D-44, de 82,0xl04 linfÕcitos T por ml de sangue (dia O) para 10,0x 

xl04 (dia 1). 

Tal como no estudo da variação da proporção da população T 

(Fig. 3.14-a), verificãmos que durante a administração de GAT também 

a concentração de linfÕcitos T (Fig. 3.14-b) decresceu atingindo va

lores abaixo dos observados nos individuos normais (82,61±5,83 cêlu

las T/ml de sangue) e tambêm abaixo da mêdia encontrada para os doe!!_ 

tes de sobrevida longa (7,67±5,49 células T/ml de sangue) (Quadro IX). 

Ainda durante este periodo de tratamento com GAT podemos verj_ 

ficar que a concentroção de linfÕcitos T (Fig. 3.14-b) sofreu uma re 

dução bastante mais acentuada que a observada para a proporção da p~ 

pulação T (Fig. 3.14-a). Podemos pois concluir que o tratamento imu

nodepressor se torna mais evidente quando analizamos a população T 

em números absolutos e não em termos relativos. 

Finda a administração de GAT observa-se um aumento da concen

tração de linfÕcitos T que se mantêm ao nível dos valores observados 
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para os doentes de sobrevida longa, mas muito aquem dos indivíduos 

nonnais (Fig. 3.14-b). 

2.b.2. População B 

Contrariamente ao observado no estudo da população T, a pro

porçao de linfócitos B aumentou nos primeiros dias seguintes a ope

raçao (Fig. 3.15-a). Picos de elevadas proporções de linfócitos B 

foram observados nos doentes D-40 (79,0% ao dia 2), D-41 (89,0% ao 

dia 3), D-44 (91,5% ao dia 7), D-45 (58,5% ao dia 6) e D-46 (60,5% 

ao dia 2) . 

Finda a administração de GAT, os linfÕcitos dos vãrios doen

tes tenderam a constituir cerca de 50% da população linfocitãria to 

tal (Fig . 3.15-a). A partir do dia 15 observou-se uma redução da p.2_ 

pulação B, nunca chegando, no entanto, a atingir a mêdia dos valores 

observados nos indivíduos normais (19,4±6,4%) e nos doentes de sobre 

vida longa (24,66±8,65%) (Fig . 3.15-a); registou-se apenas a excep

ção do doente 0-41 que neste mesmo período de tempo apresentou um 

aumento acentuado de linfócitos B e que antecedeu o seu faleci mento. 

Do estudo relativo ã quantidade de linfócitos B existente por 

ml de sangue, verificãmos que houve um decréscimo durante a adminis

tração de GAT (Fig . 3,15-b) . Esta redução da concentração de linfóci 

tos B foi no entanto menos drãstica do que aquela encontrada na pop~ 

lação T durante o mesmo período de tempo (Fig. 3.14-b). 

Com o fim da tomada de GAT, ao dia 10, observou-se um aumento 

da concentração de linfócitos B, mas que depois de 4-5 dias retomou 

os valores antecedentes, mantendo-se assim atê ao fim dos 30 dias 
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- - - + Fig . 3.15. Alteraçao da populaçao B (ce lulas Smig ) ao longo 

dos primeiros 30 dias põs-operatõrios: (a) proporção da 
população B; (b) concentração de linfõcitos B. 
(--.) Doente D-40 
( ..... ) Doente D-41 

(~ Doente D-44 
(0-0) uoente D-45 
(0-0) Doente D-46 

a - Proporção de 1 i nfõcitos B em: 

(~ ) Indivíduos normais (vêr alínea A.2) 
(~) Doentes de sobrevida longa (vêr alínea B. La.) 

b - Concentração de linfõcitos Bem : 

(~ ) Indivíduos normais (vêr Quadro IX) 
(~) Doentes de sobrevida longa (vêr Quadro IX) 
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(Fig. 3.15-b). 

Na maioria dos casos estudados (com excepçao em alguns dias dos 

doentes 0-40 e 0-41) a concentração de linfÕcitos 8 manteve-se sempre 

incluida nos valores observados nos doentes de sobrevida longa e abai 

xo da media registada nos individuas normais (Fig. 3.15-b). 

Saliente-se o facto de encontrarmos nos dias subsequentes ã OP! 

raçao de transplantação um aumento acentuado da proporção de linfÕci

tos B que correspondeu, no entanto, a um decréscimo da concentração dos 

mesmos (Fig. 3.15-a e b). Podemos pois concluir que se bem que houve 

um aumento re lat i vo da população 8 houve na verdade um decréscimo qua!:_ 

t i tativo dos linfÕcitos 8. 

2.b.3. Populaç;o Ia 

Durante os 10 dias de tratamento com GAT observou-se um aumento 

da população Ia que atingiu os seguintes valores: 55,0% no doente 0-40, 

ao dia 9 pÕs-operatõrio; 50,0% no doente 0-41, ao dia 3; 54,5% no doen

te 0-42, ao dia 5; 30,5% no doente 0-45, ao dia 6; e finalmente 38,5% 

no doente 0-46, ao dia 1 (Fig. 3.16-a}. Estes niveis de linfÕcitos Ia+ 

neste periodo põs-operatõrio situam-se muito acima dos valores regist~ 

dos não sõ para individuas normais (15,6±7,6%) mas também para doentes 

de sobrevida longa (21,0±9,5%) (Fig. 3.16-a). 

Finda a administração de GAT observou- se nos vãrios doentes uma 

estabilização da população Ia+ ao nivel de 20-40% da totalidade de lin 

fÕcitos. Embora sendo superiores ã media encontrada nos individuas nor 

mais, aquelas proporções de linfÕcitos Ia situavam-se ao nível dos va

lores superiores encontrados nos doentes de sobrevida longa (Fig.3.16-a). 
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Fig. 3.16. Alteração da população Ia+ ao longo dos primeiros 30 dias 

põs-operatõrios: (a) proporção da população Ia+; (b) con
centração de linfÕcitos Ia+. 
( ....... ) Doente D-40 

(---) Doente D-41 
(.6-Ã) Doente D-44 

(0-0) Doente D-45 
(L:}-0) Doente D-46 

a - Proporção de linfócitos + Ia em: 

( \:::::) Indivíduos normais (vêr alinea A.2) 
( ~~5) Doentes de sobrevida longa (vêr alínea B. l .a~ 

b - Concentração de linfÕcitos Ia+ em: 

(\:::;::) Indivíduos normais (vêr Quadro IX) 

( ~/5) Doentes de sobrevida longa (vêr Quadro IX) 
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Contrariamente ao observado no estudo da proporção de linfÕcj_ 

tos Ia+ (Fig. 3.16-a), observou-se um decrêscimo do numero de linfõ
+ citos Ia por ml de sangue durante a tomada de GAT ( Fig. 3.16-b). 

Findo o tratamento de GAT verificou-se um aumento da concentra 

çao de linfÕcitos Ia+, aumento este que não atingiu no entanto a mê

dia observada em individuas normais (17,16±8,36 linfõcitos por ml de 

sangue) (Fig. 3.16-b). Com efeito aqueles valores situam-se entre os 

observados nos doentes de sobrevida longa (2,29±1,93 linfõcitos por 

ml de sangue) (Fig. 3.16-b). 

Deste estudo podemos concluir que durante os primeiros 10 dias 

do põs-operatõrio, os doentes apresentam um aumento proporcional de lin 

linfÕcitos Ia+ mas que corresponde efectivamente a um decrêscimo quan

titativo dos mesmos. Apôs o tratamento de GAT a redução proporcional 

da população Ia+ acompanha um ligeiro aumento da concentração de linfõ 

citos possuidores do antigénio Ia+ (Fig. 3.16-a e b). 

para a 

2.b.4. População RFc + y 

A população de linfócitos sanguineos possuidores de receptores 

- - + . - . porçao Fc da IgG (populaçao RFc ) foi tambem analizada ao lon y 

godos 30 dias subsequentes ã transplantação cardíaca. 

Durante a tomada de GAT nos 10 dias pÕs-operatõrios observou

-se uma notavel elevação da proporção de linfÕcitos RFc + cujos pi-
Y 

cos atingiram os seguintes valores: 51,0% no doente 0-40, ao dia 9 

põs-operatõrio; 73,0% no doente 0-41, ao dia 3; 60,0% no doente 0-44, 

ao dia 7; 47 ,S% no doente 0-45, ao dia 8; e 45,5% no doente 0-46 ao 

dia 1 (Fig. 3.17-a). 
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Fig. 3.17. Alteração da população RFc + ao longo dos primeiros 30 
y 

dias põs-operatõrios: (a) proporção da popu lação RFcy+; 

(b) concentrações de linfõcitos RFcy+· 

( .. ) Doente 0-40 
( .... ) Doente 0-41 
(..-.) Doente 0-44 
( ~-s) Doente 0-45 

(8-El) Doente 0-46 

a - Proporção de 1 i nfÕci tos RFc + em: 
y 

(Ili) Individuos normais (vêr alínea A.2) 

(Ili) Doentes de sobrevida longa (vêr alínea 8.1 .a) 

b - Concentração de linfõcitos Rfc + em: 
y 

(B) Indivíduos normais (vêr Quadro IX) 

(8) Doentes de sobrevida longa (vêr Quadro IX) 
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Aquelas elevadas proporçoes de linfÕcitos RFc + situam-se aci y 

ma das medias encontradas nao soem individuas normais (22,6±3,3%) 

mas também nos doentes de sobrevida longa (32,7±9,8%) (Fig. 3.17-a). 

Passados os 10 dias de tratamento com GAT observou-se um de

créscimo das proporções de linfÕcitos RFc +. Estas proporções se bem y 

que atingissem os niveis registados nos doentes de sobrevida longa, 

nunca atingiram, contudo, a media encontrada nos individuas normais 

(Fig. 3.17-a). O doente 0-41 apresentou um súbito incremento da pop~ 

lação RFc + (em oposição ao decréscimo observado nos restantes doen-
Y 

tes) que antecedeu o seu falecimento. 

O aumento da proporção de linfÕcitos RFc + (Fig, 3.17-a) du
Y 

rante os 10 dias subsequentes ã transplantação cardíaca foi acompanh~ 

do de um decréscimo da concentração de linfÕcitos RFc + (Fig. 3.17-b) . y 

Estes bai xos valores encontram-se dentro dos observados nos doentes 

de sobrevida longa (5,34±2,58 linfõcitos RFc + por ml de sangue) mas y 

muito abai xo dos valores normais (24,86±3,63 linfÕcitos RFc + por ml 
y 

de sangue) (Fig. 3.17-b). 

Apõs este periodo de 10 dias sob administração de GAT, dete

ctou-se um aumento da concentração de linfÕcitos RFc +masque ao y 

di a 15 retomou os val ores antecedentes. 

2.c. Alteração de subpopulações de linfÕcitos T 

Tendo sido a população Ta mais afectada, principalmente em 

valores absolutos (Fig. 3.14),entendemos aprofundar o estudo da varia 

- + F + çao das suas subpopulaçoes: Tla e T cy. 

- + O estudo ao longo do tempo da variação da subpopulaçao Tla 
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- - + O estudo ao longo do tempo da variaçao da subpopulaçao Tia 

mostrou-se-nos deveras importante pois que se tem afirmado que 

cerca de 40 a 70% dos linfÕcitos T passam a expressar o antigénio Ia 

quando activados quer in vitro quer i n vivo (Fu e col ,, 1978; Evans 

e col., 1978; Ko e col., 1979). 

A estimativa de linfócitos T possuidores de receptores Fc p~ 
y 

derã tambêm ser uma contribuição importante para a interpretação da 

actividade funcional dos linfócitos T pois que a sua acção de rejei

ção poderia fazer-se nao sã pelo mecanismo de citotoxicidade mediada 

por células, na ausência de IgG (Cerottini e col ., 1971), mas tambêm 

por citotoxicidade mediada por célula e dependente da presença de an 

ticorpo. 

2.c. 1) Subpopu lação Tia+ 

A proporção de linfÕcitos T possuidores do antigénio Ia apre

sentou um acentuado aumento nos dias seguintes ã operação de transpl a~ 

tação e durante a tomada de GAT. Assim, observãmos picos elevados de 

cêlulas Tia+ nos doentes D-40 ao dia 2 (36,2%), D-41 ao dia 3 (46,2%), 

D--44 ao dia 2 (34,1%), D-45 ao dia 8 (16,7%) e D-46 ao dia l (37,0%) 

(Fig. 3.18-a). 

Estes picos apresentam-se muito elevados se comparados aos va 

lores obtidos em individuos normais (4,12±2,36%) e em doentes de sobre 

vida longa (9,16±8,62) (Fig. 3.18-a). 

Passado o tratamento de GAT observou-se um decréscimo da pro

porçao de linfÕcitos T possuidores do antigénio Ia. Assim, a subpopu

lação Tia atingiu valores que se incluíam nos registados nos doentes 
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Fig. 3.18. Alteração da proporção de l infÕcitos T possuidores do an
tigénio· Ia (a) ou de receptores Fc (b), ao longo dos 30 

y 
dias põs-operatõrios. 

(._.) Doente D-40 
( ....... ) Doente D-41 
(...-.) Doente D-44 

(0-0) Doente D-45 

(0-G) Doente D- 46 

a - Proporção de linfÕcitos T possuidores do antigénio Ia 
em: 

( ~ ) Indivíduos normais 
(~) Doentes de sobrevida longa 

b - Proporção de linfõcitos T possuidores de receptores Fc y 
em: 

( D) Indivíduos normais 
( Ili) Doentes de sobrevida longa 
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de sobrevida longa, situando-se no entanto ainda acima da mêdia encon 

trada em individuos nonnais (Fig . 3.18-a) . 

2.c. 2) Subpopulação TFc + 
y 

Durante os 10 dias põs-operatõrios em que os doentes tomavam 

GAT observâmos elevadas proporções de linfÕcitos TFc + (Fig. 3.18-b). 
y 

O caso mais notãvel foi detectado no doente D-44 onde quase a totali-

dade (97,4%) de linfÕcitos T possuia receptores Fc. 
y 

Finda a administração de GAT houve uma redução apreciãvel de 

linfÕcitos Ta expressar receptores Fc. Observou- se pois que perto 
y 

do dia 15 jã todos os doentes apresentavam valores que se situavam ao 

nivel dos observados nos doentes de sobrevida longa (10,59±9,23%) se 

bem que ainda acima da mêdia registada em individuos nonnais (6,10± 

+ -3,09%). 

2.d. Alteração das diversas populações e subpopulações 

observadas no Doente D-44 

Tendo obtido amostras sanguineas do Doente D-44 com elevada 

regularidade desde o dia da operação de transplantação e ao longo 

dos 30 dias subsequentes, consideramos ser importante juntar os da

dos obtidos das alterações das diversas populações em uma sõ figura 

(Fig. 3.19) . Deste modo, ser-nos-ã possivel analizar comparati-

vamente a evolução das populações e subpopulações estudadas, ten 

do em atenção o tratamento imunodepressor do doente. 

Foi tambêm objecto de estudo a alteração das subpopulações T 

auxiliar (T-"helper") e T-supressora (T-"suppressor") identificadas 
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Fig. 3.19. Populações linfocitãrias do doente 0-44 observadas duran 
te os primeiros 30 dias pós-operatórios. 

a1,b1 ,c1 e d1 - alteração das proporções das diversas po
pulações. 

a2,b2,c2 e d2 - alteração da quantidade de linfócitos cons 

tituintes de cada população. 

n - controlo normal. 
d - observação em doentes de sobrevida longa. 
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pelos anticorpos monoclonais Leu-3a e Leu-2a, respectivamente (Fig. 

3.19-d). 

Da anãlise das alterações das proporçoes das diversas popula

çoes e subpopulações linfocitãrias (Fig. 3.19-a1, -b1, -c1 e -d1) o~ 

servamos que apenas a população T (Fig. 3.19-a1) e suas subpopulações 

T-auxiliar e T-supressora (Fig. 3.19-d1) decresceram no período de 

administração de GAT. As restantes populações (B, Ia, Tia+, RFcy+ e 

TFc +) apresentaram, pelo contrãrio, uma subida da sua representati-
Y 

vidade na população linfocitãria total. 

Nos indivíduos normais os linfocitãrios T-auxiliares correspo~ 

dem a 60% dos linfÕcitos T totais e os linfÕcitos T-supressores a 20-

-30% dos mesmos (Reinherz e Schlossman, 1980). Foram de facto essas 

as proporções que encontrãmos no doente 0-44 antes do tratamento imu 

nodepressivo (Fig. 3.19-d1). Durante a administração de GAT houve uma 

queda de ambas as subpopulações T, tendo-se inclusivamente invertido 

as suas posições relativas: a subpopulação T-supressora ultrapassou a 

subpopulação T-auxiliar. Esta inversão relativa manteve-se mesmo apõs 

a administração de GAT, sugerindo pois que as drogas imunodepressoras 

(GAT e/ou ciclosporina A) têm uma acção mais efectiva sobre os linfÕ

citos T-auxiliares do que sobre os T-supressores. Devemos contudo, ter 

em atenção que estes dados sobre as subpopulações T-auxiliar e T-supre~ 

sora se referem apenas ãs observações de um sõ doente (D-44) . Um estudo 

mais aprofundado sobre a alteração destas subpopulações foi realizado por 

O'Toole e col. (1985) em simultâneo com a trabalho que ora apresentamos. 
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Como anteriormente mencionãmos (alínea b), a quantidade de linfõcj_ 

tos (por ml de sangue) que constitui cada uma das populações linfocitãrias 

sofreu uma notãvel redução (Fig. 3.19-a2, b2, c2 e d2), sendo a população 

Te suas subpopulações T-auxiliar e T-supressora as mais afectadas. 



De uma maneira geral, podemos concluir que a acçao conjunta de 

GAT e ciclosporina A nos 10 primeiros dias subsequentes ã operaçao al 

teram enormemente as proporções das diversas populações linfocitã

rias. 

Tenninada a administração de GAT (mantendo-se apenas o trata

mento de ciclosporina A) as mesmas populações recuperam - se bem que 

não totalmente - mantendo-se desde então nos níveis dos valores en

contrados nos doentes de sobrevida longa. 

Relativamente ã quantidade de linfÕcitos que constituencada 

população linfocitãria, parece diminuir imediatamente nos pri-

meiros dias pÕs-operatõrios e manter-se naquee; níveis ao longo dos 

30 dias. Estes valores incluem-se nos observados nos doentes de so

brevida longa . 

2.e. A globulina anti-timÕcito (GAT) ligada aos linfÕ

citos causarã interferência nas reacções de rase 

ta? 

Nas alíneas anteriores analizãmos as alterações das popula

çoes linfocitãrias dos doentes submetidos a tratamento imunodepre~ 

sivo durante os 30 dias seguintes ã operação de transplantação . F.:!_ 

zemos especial referência ã acção drãstica de GAT no proporcional 

decréscimo de linfÕcitos Te no respectivo aumento das restantes p~ 

pulações. 

Com vista a obtermos uma interpretação correcta de tais ob

servações, pensãmos ser fundamental investigar a capacidade da glo

bulina anti-timÕcito (GAT) inibir e/ou ampliar a formação das rase 
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tas nos testes RRAD(a), RRAdD(b), EA(c) e RRM(d) usados nas alineas 

antecedentes. 

Na verdade, um efeito inibidor ou ampliador causado pela pre

sença de GAT na superfície externa da membrana do linfôcito,poderã 

por em causa as interpretações dos estudos anteriores pois que as a]_ 

terações observadas não seriam mais do que o simples reflexo de um 

artefacto. 

2.e.l. Efeito da adição de GAT na anâlise feno

tipica dos linfôcitos sanguineos 

Numa fase inicial observámos a alteração das proporçoes das di 

versas populações linfocitãrias causada pela adição de GAT ao meio de 

incubação de linfÕcitos normais. Estes linfÕcitos provenientes de in

dividuas voluntãrios foram incubados com diversas concentrações deGAT 

durante apenas 90 min (Fig. 3.20-a) ou durante toda a noite (Fig. 

3.20-b). 

Todos os linfÕcitos possuíam a GAT ligada ã membrana, mesmo 

quando eram usadas bai xas concentrações de GAT (0,5 ug/ml) (Fig. 3.20-

-a e b). 

(a) RRAD, Reacção de Roseta Antiglobulina Directa: detecção de linfô

citos 8. 

(b) RRAdD, Reacção de Roseta Anti-determinante Directa: detecção de 

linfôcitos Te Ia+. 

(c) EA, Complexo eritrõcito-anticorpo: detecção de linfÕcitos RFc +. y 
- - + (d) RRM, Reacção de Roseta Mista: detecçao das subpopulaçoes Tia e 

+ TFcy. 
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Fig. 3.20. Efeito da adição de GAT na anãlise fenotípica dos linfõ
citos. 

A l ml de linfÕcitos sanguíneos normais (4x106 células/ 
/ ml de PBS) adicionou-se igual volume de soluções de GAT 
diluída a 1 µg/ml, 5 µg/ml e 50 µg/ml. Apôs incubação de 

90 minutos ã temperatura ambiente (a) ou durante toda a 
noite a 4QC (b ) lavaram-se os linfõcitos para remover a 
GAT excedente. Procedeu-se ãs reacções de roseta tal co
mo descrevemos nas alíneas B.4.b, B.4.c. e B.4.d. de "M~ 
terial e Métodos". A GAT equina foi detectada na super
ficie celular por RRA0 utilizando Ig de Coelho anti-Ig 
equina. 
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Em estudos preliminares (resultados não apresentados) verifi

camos que incubando os linfôcitos com doses mais diluídas de GAT 

(0,25-0,025 µg/ml), aqueles ainda ligavam alguma Ig. A sua detecção 

* é que se tornou muito difícil pois que as rosetas formadas pelos li~ 

fÕcitos eram muito fracas, consistindo de apenas 2-5 eritrôcitos por 

linfôcito. 

A incubação dos linfôcitos com GAT, quer durante 90 minutos 

(Fig. 3.20-a) quer durante toda a noite (Fig. 3.20-b) não causou qual_ 

- - - + + quer interferencia na detecçao das populaçoes B, Ia e RFc . Apenas y 

detectãmos um claro decréscimo na estimativa dos linfôcitos T. Na ver 

dade, quando usãmos a concentração máxima (25,0 µg/ml) de GAT, a de

tecção de linfôcitos T foi totalmente inibida, apôs 90 minutos de in 

cubação (Fig. 3.20-a), ou quase totalmente, apôs incubação durante a 

noite (fig. 3.20-b). 

Estes resultados sugerem que os determinantes antigénicos da 

GAT (i) se encontram em todos os linfôcitos, (ii) são independentes 

da Ig de superfície dos linfócitos B, (iii) são independentes dos a~ 

tigénios Ia, (iv) são independentes dos receptores para a porção Fc 

da IgG, mas (v) estão associados ao antigénio YTH 12 .5 e aos recept~ 

res de eritrõcitos de carneiro (ambos marcadores de linfôcitos T). 

2.e.2. Efeito da adição de GAT na análise fenotipica 

das células da medula ôssea. 

Tendo verificado que a GAT se ligara a todos os linfÕcitos do 

sangue periférico, decidimos fazer um estudo idêntico ao anterior, 

* Rosetas obtidas por RRAD utilizando Ig de Coelho anti-Ig equina 

(GAT: globulina anti-timôcito, feita em Cavalo). 
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mas utilizando cêlulas da medula ossea por constituirem uma população 

deveras heterogênea. 

A Fig . 3.21 mostra que, de facto, mais de 95% das cêlulas da 

medula õssea reagiram positivamente com a GAT. 

O tratamento das cêlulas da medula ossea com GAT não causou al 

teração significativa nas reduzidas populações celulares definidas p~ 

la expressão de Ig, receptores Fc e antigénios Ia e YTH 12.5. 
y 

Este estudo pennitiu-nos concluir que a globulina anti-timócito 

(GAT) equina não era específica para linfÕcitos T pois que aquela re

vestiu não sõ todos os linfÕcitos sanguíneos (Fig. 3,20) mas tambêm to 

das as cêlulas heterogéneas da medula õssea (Fig. 3.21) . 

2.e.3 . Cultura de linfÕcitos sanguir,2os na presença 

de GAT. 

Uma vez que GAT se ligara a todos os linfÕcitos sanguíneos, achã 

mos importante estudar o efeito daquel e agente imunodepressor alte 

raçao fenotipica e na proliferação celular de linfÕcitos em cultura. 

Realizãmos em paralel o, para efeitos de controlo, culturas de 

linfÕcitos estimulados pelo agente mitogénico fitohemaglutinina (PHA). 

Na cultura de linfÕcitos na presença de GAT (Fig. 3.22-a) pode

mos observar uma acentuada redução de linfÕcitos T, que no dia 4 atin

giu uma proporção de apenas 22% da população linfocitãria total. Esta 

redução de linfÕcitos T poderâ ser atribuída a um efeito de inibição 

de fonnação de roseta do teste RRAD especifico para células T, causado 

pelo revestimento destas células por GAT (vêr alíneas precedentes), 

Fig. 3,20 e Fig, 3,21). 
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Fig. 3.21. Efeito da adição de GAT na anãlise fenotipica das células 
da medula ossea . 
A 1 ml de cêlulas da medula õssea de um dador normal 

(4xl06 cêlulas/ml de PBS) adicionou-se igual volume de so
lução de GAT diluida a 1 µg/m l, 5 µg/m l e 50 µg/m l . Apôs 

incubação de 90 minutos ã temperatura ambiente (a) ou du
rante toda a noite a 49C (b) lavaram-se as célu l as para 
remover a GAT excedente. Procedeu-se ãs reacções de rose

ta como descrevemos nas alineas 8.4.b, 8.4.c e 8.4.d de 
"Material e Métodos". A GAT equina foi detectada na supe.!:_ 
ficie celu lar por RRAD utilizando Ig de Coelho anti-Ig 
equina. 
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Passados 7 dias de cultura, 90% dos linfõcitos apresentavam 

agora o antigénio YTH 12.5 que identifica os linfÕcitos T (Fig. 3.22-

-a). Podemos explicar esta elevada proporção de linfÕcitos T (compa

rada com os 22% do dia 4) pela libertação de GAT da superficie dos 

linfÕcitos T, tornando-os assim detectãveis pelo teste RRAD especifj_ 

co. Convém recordar que a partir do 79 dia de cultura,e depois de 4 

em 4 dias,procedemos ã renovação do meio de cultura, utilizando uma 

solução de interleuquina 2 (vêr alínea 8.6.b de "Material e Métodos"). 

Esta renovação do meio proporcionou a remoção de GAT livre e poderã 

ter facilitado a libertação para o meio de cultura da globulina li

gada aos linfÕcitos. 

Podemos pois dizer que estamos perante um fenõmeno de "mask" 

(mascarãdo) dos linfÕcitos T devido ao seu revestimento por GAT (dia 

4) e de "unmask"(desmascaradoiquando aquela GAT se liberta dos linfÕ

citos, deixando os antigénios YTH 12.5 livres para a reacção de iden 

tificação (RRAD). 

As restantes populações não são afectadas pela presença de 

GAT na superfície dos linfõcitos (vêr alineas precedentes, Fig. 3.20 

- + + e Fig. 3.21) pelo que o aumento de celulas Ia e Tia observado no 

dia 4 e dia 7, respectivamente (Fig. 3.22-a), reflecte uma activação 

dos linfÕcitos em cultura. 

Idêntica activação de linfÕcitos T foi observada no 109 dia 

de cultura de linfÕcitos T na presença do mitogénio PHA (Fig. 3.22-b). 

Estes resultados eram esperados pois que tem si do CES cri to (Fu e co.l . , 19 7 8; 

Evans e col., 1978; Ko e col., 1979) que uma proporção (40 a 70%) de 

linfÕcitos T activados por mitogénios e aloantigénios passam a expre~ 

saro antigénio Ia. 
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O nosso mêtodo de reacçao de roseta pennitiu-nos ainda distin 

guir entre as rosetas Ia+ obtidas no dia O e as obtidas no dia 7 de 

cultura com GAT (Fig . 3.23). De facto, as rosetas do dia O apresen

t am o aspecto normal encontrado nos testes RRAD em que os eritrõcitos 

ã volta do linfócito fonnam como que uma mõrula (Fig. 3.23-a), enqua_!! 

to que no dia 7 a densidade de eritrõcitos ã superficie do linfÕcito 

ê bastante mais elevada, apresentando-se a roseta mais condensada. Es 

ta têcnica de reacção de roseta específica para o antigênio Ia mani

festou-se util na distinção entre linfÕcitos pequenos Ia+ e linfoblas 
+ t os Ia . 

Para estudannos- a proliferação celular em ambas as culturas, 

adi cionãmos timidina tritiada aos meios de cultura. Nos dias indica

dos na Fig. 3.22 retirãmos amostras para analizar a timidina marcada 

que fora incorporada no DNA das cêlulas. 

Na cultura com PHA sõ a partir do dia 7 ê que detectãmos valo 

res s ignificativos de radioactividade: 21 .460±322 cpm (dia 7), 

39 .417±5. 066 cpm (dia 10), 45.028±5.369 cpm (dia 14) (Fig. 3.22-b). 

A cultura com GAT não provocou proliferação celular pois que 

a incorporação de timidina tritiada registada se encontrou dentro dos 

* niveis observados no teste de controlo negativo : controlo negativo, 

1.oa5±313 cpm; cultura de GAT, 2,455±139 cpm (dia 4) e l .825±203 cpm 

(dia 7) (Fig. 3.22-a). 

Em conclusão,podemos dizer que a presença de GAT no meio de 

cultura causa uma activação dos linfÕcitos T (expressão do antigénio 

* controlo negativo : cêlulas em cultura, as quais nao se adicionou 

GAT (nem qualquer mitogênio). 
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Fig. 3.23. Aspecto das formações de roseta especificas para lin
fÕcitos Ia+: (a) linfÕcitos pequenos, (b) linfoblastos 

apõs 7 dias de cultura na presença de GAT. 

Os linfÕcitos foram retirados da cultura em GAT (50 µg/ 
/ml) no dia O (a) e no dia 7 (b) de incubação, lavados 
e analisados para a exibição do antigénio Ia, no teste 

RRAD utilizando o anticorpo monoclonal YCL 6.8 (vêr 
alineas de "Material e Métodos"). Note-se a diferença 
entre as rosetas de aspecto de mõrula (a) e as de as

pecto mais condensado (b). 
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Ia nos linfÕcitos T), activação esta que, contrariamente ã estimula

ção mitogenica (Fig. 3.22-b), não foi acompanhada de uma proliferação 

celular (ausência de incorporação de timidina tritiada no DNA celu-

lar) (Fig. 3.22-a) . 
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3. Detecção de respostas imunolÕgicas (celulares e humorais) 

contra infecções por herpesvirus em doentes imunodeprimi

dos 

O terceiro grupo de 6 doentes que observãmos haviam sido su~ 

metidos a transpl antação cardiaca hã mais de 30 dias e estavam a 

ser tratados com ciclosporina A (Cs -A) e predenisolona; GAT e predenj_ 

solona eram-l hes administradas quando o seu estado de saüde assim o 

exigia (para pormenores vêr alinea A.2.b , de "Material e Metodosª), 

Procedemos a anãlise de amostras sanguíneas por um periodo de 

cerca de 8 meses, 

Do estudo ao longo do tempo destes 6 doentes tivemos a oport.!:!_ 

nidade de detectar esporãdicos picos de linfõcitos Tia+ por volta do 

509a 609 dia põs -operatõrio. Estes elevados valores de celulas Tla+ 

sugeriram-nos que talvez estivéssemos perante infecção viral, pois que 

diversos autores (Reinherz e col. 1980; Tatsumi e col. 1980; Crawford 

e col. 1981; Carney e col ,, 1983) registaram aumentos significativos 

de celulas Tla+ no sangue de indivíduos não imunodeprimidos mas in

fectados por herpesvirus. 

3.a. Celulas transformadas por VEB causam activação de 

linfócitos autõlogos , in vitro 

Tendo considerado o aumento de niveis de celulas Tia+ sangui

neas associado ã infecção por herpesvirus, decidimos fazer um estudo 

in vitro que nos elucidasse sobre a capacidade de antigenios virais 

induzirem o aumento da proporção de celulas Tla+. 
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Para tal recorremos ã infecção por virus Epstein-Barr (VEB) de 

linfócitos provenientes de dadores normais (vêr alinea 8.6.d. de "Ma

terial e Mêtodos"). Estes linfÕcitos transformados por VEB serviram en 

tão de células estimuladoras numa cultura de linfÕcitos normais autõ

logos. As células de resposta diferiam relativamente ãs células estimu 

ladoras pelo Ünico facto de nao possuirem o antigénio viral. 

A Fig . 3.24-a mostra que no 69 dia de cultura dos linfõcitos nor 

* mais com linfõcitos autõlogos transformados por VEB e irradiados , jâ 

se observavam elevados niveis de linfócitos la+ (48%) e de cêlulas T 

possuidoras do antigénio Ia (34%), Estas populações sofreram ainda um 

acentuado aumento nos dias subsequentes, atingindo no dia 10 niveis de 

55% (Ia+) e 61 % (Tia+) valores estes que se mantiveram nos dias subse

quentes (Fig, 3.24-a). 

Uma vez que os antigénios virais foram capazes de, in vitro , 

causar a expressao de Ia em 60% dos linfÕcitos T (Fig , 3.24-a), reso..!_ 

vemos estudar para efeitos comparativos o desenvolvimento de células 

Tia+ numa cultura linfocitãria estimulada por antigénios alogeneicos. 

Procedemos pois ã realização da conhecida "one way-MLC (Cul

tura mista unidireccional de linfÕcitos) em que estimulâmos os linfõ

citos de um individuo normal com linfÕcitos irradiados de um outro da 

dor possuidor de diferentes antigénios de histocompatibilidade (vêr 

alinea B.6.c . de "Material e tlêtodos") , 

A estimulação de linfócitos r.ormais por antigênios virais ou 

por aloantigênios causaram uma idêntica activação de linfÕcitos T. 

* A irradiação evita a proliferação destas cêlulas estimuladoras . 
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Fig. 3.24 - Culturas mistas de linfÕcitos (MLC). 

a - Estimulação de linfÕcitos normais por linfÕcitos 

autõlogos transformados por vírus Epstein-Barr 

(VEB-AMLC). 

b - Estimulação de linfÕcitos normais por linfÕcitos 

irradiados de diferente dador: 
- linfÕcitos estimuladores: HLA-A2,26/813, 38/C6/0R7, 8 

- linfÕcitos de resposta: HLA-A7, 26/8 8, 7/C7/ DR2, 3. 
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Na verdade, foi no lOQdia que em ambas as culturas celulares detectã 

mos o mãximo de células T possuidoras de antigênio Ia: 61 % na estimu

lação por antigénio viral (Fig. 3.24-a) e 57% por aloantigênio (Fig. 

3,24-b). 

3.b. Relacionamento de elevados niveis de linfÕcitos 

Tia+ com infecções por herpesvirus. 

Como referimos no inicio da alinea 3 deste capitulo, ao estu

darmos o 39 grupo de doentes que haviam sido submetidos a trans

plantação cardiaca hã mais de 30 dias, detectãmos esporâdicos picos 

de linfÕcitos Tia+ que ocorreram entre o 509 e 609 dia põs-operatõ

rio. 

Considerando a associação que diversos autores fizeram entre 

o aumento de linfõcitos Tia+ e a infecção por herpesvirus em doentes 

não imunodeprimidos (Reinherz e col., 1980; Tatsumi e co l . , 1980; 

Crawford e col., 1981; Carney e col ,, 1983) e ainda o facto de o an 

tigénio viral ter causado in vitro o desenvolvimento de linfõcitos 

Tia+ (Fig. 3.24-a) decidimos proceder ã anâlise imunoquimica dos so

ros das mesmas amostras de sangue que obtiveramos para os estudos ce 

lulares. 

Aqueles soros que haviam sido guardados a -709C foram então e!! 

viados para o laboratõrio de SaÜde PÜblica (Public Health Laboratory) 

do mesmo Hospital onde realizãmos o trabalho experimental (Addenbrooke's 

Hospital). Utilizaram o mêtodo de fixação do complemento para detecção 

de anticorpos contra citomegalovirus (CMV) e contra virus Herpes sim

ples (VHS), e o teste de imunofluorescência para a detecção de anticor 
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pos contra o virus Epstein-Barr (VEB). Considerou-se haver serocon

versao quando o titulo aumentou pelo menos quatro vezes. 

Estes dados clinicos bem como os obtidos do ~rõprio Hospital 

onde se realizaram as operações de transplantação (Papworth Hospital} 

encontram-se no Quadro X. Exceptuando o doente 0-31, podemos observar 

que a administração de GAT e esteroides se efectuou nos primeiros 

dias põs-operatõrios. Alêm disso o mesmo Quadro mostra que as datas 

de seroconversão são independentes das datas de administração de GAT 

e esteroides ou de transfusão sanguinea. 

Assim, as seroconversões do Quadro X indicam que os doentes 

0-31, 0-35 e 0-37 sofreram uma infecção primâria por CMV seguida de 

uma reactivação por VEB; os doentes 0-34 e D-39 acusaram uma reacti

vaçao por CMV, tendo o segundo doente sofrido previamente uma reacti 

vaçao por VHS. 

Na Fig. 3.25 apresentamos as proporçoes das diversas populações 

linfocitârias encontradas (i) em individuos normais (vêr alineas A.2 

e A.3.e deste Capitulo), em (ii) doentes que haviam sofrido enxerto 

cardiaco ã menos de um ano e que não estavam infectados por herpesvi

rus e em (iii) doentes que haviam feito enxerto cardiaco hã menos 

de um ano mas que estavam infectados por herpesvirus. 

Observâmos pois que os doentes infectados por herpesvirus pos

suíam uma população de linfÕcitos T significativamente menor que os 

controlos: (i) individuos normais e (ii) jeceptores de enxerto car

diaco, mas nao infectados por virus (Fig. 3.25: 19 grupo de colunas). 

Os resultados mostram tambêm que o decrêscimo de linfõcitos T 

naqueles doentes infectados por herpesvirus foi acompanhado de um 

153 



QUADRO X. Dados clínicos 

DIAS POS-OPERATÕRIOS 

Doente Intravenoso (a) Transfusão (a) 

Sanguínea 
GAT Esteroides 

D-31 36-40 36-38 4, 16,38 
79-81 

D-34 l 0-12 13 , 3 9, 88, 114 --- 14-16 

D-35 11-14 11-1 3 12,28,46 16 16 

D-37 1-10 25-27 6,57 ,59 ,79,137 

D-39 1-11 16,31 

* Baseado no teste de fixação do complemento para CMV e H.S. 
Baseado no teste de imunofluorescência para VEB 

* Reactivação 
a) Dados fornecidos pelo Papworth Hospital 
b) Dados fornecidos pelo "Public Health Laboratory" do Addenbrooke's Hospital 
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proporcional aumento de linfÕcitos B (Fig. 3.25: 19 e 29 grupo de co 

lunas). 

Não se encontraram diferenças significativas entre as medias 

das populações B, Ia+ e Tia+ dos doentes não infectados por herpesvi

rus e as correspondentes observadas nos individuas normais (anotado 

com NS na Fig. 3.25). 

Pelo contrãrio, os doentes infectados por herpesvirus mostra

ram um acréscimo significativo de niveis de células B, Ia+ e Tia+ com 

parativamente aos observados quer em individuos normais quer em rece

ptores de enxerto cardiaco mas não infectados (Fig. 3.25: 29, 39 e 49 

grupo de colunas). 

Note-se que as células Tia+ dos doentes infectados por virus 

foram as que mais se destacaram dos respectivos controlos: 41 ,0±21 ,0% 

(media± DPM) comparado com 3,8±3,1% em individuas normais e 4,4±2,1 % 

em doentes não infectados oor virus (Fig. 3.25:49 grupo de colunas). 

3.c. Estudo da relação de niveis elevados de linfôcitos 

+ Tia e infecções virais, em casos individuais. 

Tendo observado na alinea anterior que os doentes infectados 

- + por herpesvirus haviam sofrido um acentuado aumento de celulas Tia , 

decidimos apresentar para cada doente o estudo da estimativa de célu 

las Tia+ em paralelo com a produção de anticorpos especificos para 

herpesvirus. 

Anticorpos de classes IgM e IgG contra CMV foram determinados 

pelo método de "ELISA" baseado no de radio-imuno-ensaio descrito por 

Kangro (1980) (vêr alinea B,7.a de "Material e Métodos"). 
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O ensaio de antiglobulina relacionada com infecção (AGRI) foi 

realizado de acordo com a metodologia descrita por Koritz e col.(1980) 

(vêr alinea 8.7.b. de "Material e Métodos"). 

A Ig M total foi determinada pelo teste de hemaglutinação pas

siva e reversiva descrita por Coombs e col. (1978) (vêr alinea 8.7.c. 

de "Ma teria 1 e Mêtodos") . 

l) Doente D-31 

O elevado pico de l infÕc i tos Tia+ detectado no doente D-31 nos 

dias 50-78 põs-operatõrios (Fig. 3.26-b) precedeu o aumento dos titu

les de anticorpos de classes IgM e IgG contra CMV (Fig, 3,26-a). 

A administração de predenisolona ao doente nos dias 78-81 (vêr 

seta na Fig. 3.26-b) causou um decréscimo acentuado das cêlulas Tia+ 

de 42% no dia 78 para 5% no dia 81. 

Aquela droga causou também uma diminuição muito significativa 

da concentração de linfÕcitos Tla+: de 45xl04 células/ml de sangue 

(dia 78) para l,5xl04/ml (dia 81). No mesmo periodo de tempo a concen 

tração de cêlulas T baixou de l,Olxlü6/ml para 0,33xlü6/ml e a de lin 

fÕcitos totais de 1 ,69xl06/ml para 0,74xlü6/ml de sangue. 

O tratamento de predenisolona não afectou, no entanto, os ni

veis de anticorpos contra CNV (Fig . 3. 26-a). 

A reactivação por VEB detectada no 839dia foi acompanhada de 

urna elevação de células Tla+ que consistiu em 20% dos linfÕcitos T, 

nao chegando portanto a atingir os níveis obtidos aquando da infecção 

por CMV (Fig. 3.26). Este reduzido pico poderã ser atribuído ã acção 
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ainda efectiva de vestíg i os da predenisolona administrada nos dias an 

teriores (dias 78 a 81) . 

O facto de, por um lado, termos detectado antes da infecção vi 

ral reduzidos nTveis de * (i) anticorpos contra CNV (titulo <8 }, (ii) 

anticorpos de classe IgG contra CMV (ti tulo 400) e (iii) de classe 

IgM contra CMV (tr tu l o O},e por outro lado, termos observado durante 

infecção viral uma elevação da produção de:(i) anticorpos IgG (titu 

lo: 400 a 6400), (ii) anticorpos IgM (título O a 400) ambos especif_!_ 

cos para CMV , bem como (iii) IgM total (titulo : 64xl03 a 192x103) e 

(iv) JI.GRI (titulo:Oa 160) (Fig. 3.26-a) podemos concluir que ocorreu 

no doente 0.-31 uma infecção primária por CMV. 

2) Doente D-37 

O doente D-37 , tal como o doente D-31, a~resentou elevados pi

cos de linfÕcitos Tla+ (Fig. 3.27-b) que precederam o aumento de anti 

corpos de classes IgM e IgG contra C~V (Fig. 3.27-a) 

Neste doente não se administraram drogas imunodepressivas du~ 

rante a ocorrência dos picos de linfÕcitos Tla+, mas as transfusões 

sanguíneas efectuadas nos dias 57, 59 79 e 137 (vêr Quadro X) parecem 

estar relacionados com a redução temporãria da população Tla+ (vêr se 

tas na Fig. 3.27-b). 

As transfusões sanquineas não afectaram, no entanto, os nf veis 

de anti corpos contra CMV (Fig. 3.27-a). 

* Resu l tado nao apresentado, 
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Embora se tenha detectado no doente 9-37 uma reactivação por 

VEB no dia 136, esta não foi observada em ter~os de aumento de cêlu

las Tia+ muito provavelmente por se lhe ter efectuado uma transfusão 

sanguínea (Fig. 3.27-b). 

Consideramos que este doente possa ter sofrido uma infecção 

primãria por CMV porque, tal como o doente 0-31, antes da infecção vi 

ral possuía reduzidos níveis dei (i) anticorpos contra CMV (titulo 

* <8 ), (ii) anticorpos de classe IgG contra CMV (titulo 100) e (ii i) 

de classe IgM contra CMV (titulo O) e durante infecção viral obser

vou-se elevação da produção de: (i) anticorpos IgG (título 100 a 

12800), (i i) anticorpos IgM (titulo O a 400) ambos específicos para 

CMV, bem como (iii) IgM total (titulo: 64xl 03 a 512xl03) e (iv) AGRI 

(titulo: 20 a 2560) (Fig. 3.27-a). 

3) Doente D-35 

No doente 0-35 observãmos apenas um modesto pico de linfócitos 

Tia+ antecedendo a produção de anticorpos contra CMV (Fig. 3.28). Pe~ 

sarnas que as transfusões sanguíneas recebidas por ~ste doente nos dias 

28 e 46 (Quadro X) possam ter dificultado a estimativa da população 

+ Tla . 

Detectou-se reactivação ~or VEB 8 dias depois da infecção por 

CMV mas o aumento de linfócitos Tia+ não foi ~uito evidente (Fig. 

3.28-b). 

Antes da seroconversao de CMV observãmos reduzidos níveis de: 

* Resultado nao apresentado. 
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* (i) anticorpos contra CMV (titulo <8 ) , (ii) anticorpos de classe IgG 

contra CMV (titulo 200) e anticorpos de classe IgM contra CMV (título 

O) (Fig. 3,28-a). Durante infecção viral detectãmos um aumento da pro

dução de: (i) anticorpos IgG (título: 200a 12800), (ii) anticorpos IgM 

(titulo: O a 1600) ambos específicos para CMV, bem como (iii) IgM to

tal (título: 128 a 256) e (iv) AGRI (título: O a 5120) (Fig. 3.28-a). 

Tal como concluímos para os doentes 0-31 e 0-37 , admitimos 

ter havido no doente 0-35 uma infecção primãria por CMV. 

4) Doente D-34 

Embora se tenha detectado uma forte resposta de anticorpos de 

cla~se IgG contra CMV, não observãmos no doente D-34 qualquer pico 

de celulas Tia+ (Fig. 3.29). 

Este doente não apresentou infecção por VEB e a infecção por 

CMV parece ter sido uma reactivação . 

Na verdade, antes da infecção viral o doente possuía elevados 

* níveis de: (i) anticorpos contra CMV (titulo >32 ) e ( ii) anticorpos 

de classe IgG contra CMV (titulo 1200)i e durante infecção viral ap~ 

nas se detectou produção de anticorpos específicos de classe IgG (ti 

tulo: 1200 a 51 .200) pois que anticorpos IgM contra CMV apresentaram 

um reduzido aumento (titulo: O a 100) e a IgM total bem como a AGRI 

r.ão mostraram qualquer incremento (Fig, 3.29-a). 

* Resultado nao apresentado. 
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5) Doente 0-39 

Relacionamos o pico de linfÕcitos Tia+ do doente 0~39 com a in 

fecção por virus herpes simples (VHS) e não por CMV (Fig . 3.30). 

De facto, não detectamos qualquer variação na produção de anti 

corpos contra CMV quer de classe IgG quer de classe IgM, nem na form~ 

çao de AGRI (Fig. 3.29-a). A detecção de anticorpos de classe IgG co~ 

tra CMV (titulo: 1600) sugere que o doente 0-39 sofrera antes da pre

sente analise serolÕgica uma infecção por CMV. 
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IV. DISCUSSM 

Os linfocitos do sangue humano têm sido compartimentados em dj_ 

versas populações linfocitãrias de acordo com a presença de determina

das estruturas celulares na membrana plasmãtica (i.e., imunoglobulina; 

r eceptor es : (i) de complemento, (ii) da porção Fc da imunoglobulinas e 

(iii) de eritrôcitos de carneiro; e antigénios tal como os detectados: 

(i) em todos os linfôcitos T, (ii) nos linfôcitos T auxiliares e (iii) 

nos linfôcitos T supressores) e ainda pelas suas capacidades funcionais 

demonstradas in vitro (i.e., activação linfocitãria por mitogeneos e 

aloantigénios, linfôlise mediada por célula, citotoxicidade celular d~ 

pendente de anticorpo e actividade celular NK, "natural killer" (para 

revisão vêr Hokland, 1981). 

No presente estudo utilizãmos reacçoes de roseta para detectar 

as populações linfocitãrias. A reacção de roseta antiglobulina directa 

(RRAD) permitiu identificar os linfôcitos B, i.e., as células possui

doras de imunoglobulina de superfície membranar (IgSm) . A reacção de 

roseta anti-determinante directa (RRAdD) foi utilizada para identifi

car não sô os linfôcitos T (i .e., as células possuidoras do antigénio 

detectado pelo anticorpo monoclonal YTH 12.5) mas tambem os linfôcitos 

Ia+ (i.e., as celulas portadoras do antigenio monomôrfico cod ificado 

pelo sistema HLA-DR, detectado pelo anticorpo monoclonal YCL 6.8) e 

os linfôcitos ck+ (i .e., as células possuidoras da cadeia leve K da 

imunoglobulina, detectada por um anticorpo monoclonal específico). Os 
+ linfócitos possuidores de receptores para a porção Fc da IgG (RFc ) y 

foram identificados pela reacção de roseta EA, utilizando eritrõcitos 

recobertos por IgG especifica. 

As reacções eram simples de realizar e pouco dispendiosas. Foi, 
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no entanto, necessãrio prestar atenção a pequenos ponnenores de ordem 

técnica, incluindo nomeadamente: (i) a preparaçao dos eritrõcitos pa

ra suporte dos anticorpos,(ii) as condições do anticorpo (concentra

ção, diluente) usado na reacção de conjugação aos eritrõcitos e (iii) 

realização da reacção de roseta. Uma vez atingidas as condições õptj_ 

mas de reacção, então o método apresentava-se dotado de elevada sen

sibilidade e de grande facilidade de repetição experimental. 

O aperfeiçoamento das condições para a execução das reacçoes 

de roseta encontra-se descrito na nossa tese de "Master of Science" 

{Carvalho, 1983). Naquela dissertação evidenciamos também a semelha.!:!_ 

ça de resultados obtidos pelos dois mêtodos de marcação dupla: destj_ 

tuição celular e reacçao de roseta mista (RRM). Alem de ser um meto 

do simples, rãpido e directo, a RRM utiliza pequenas quantidades de 
,. 

linfõcitos (-0,SxlOº) pelo que se apresentou extremamente Útil para 

a delineação de subpopulações duplamente marcadas em doentes sob tra 

tamente imunodepressor, uma vez que nestes doentes a recolha linfoci 

tãria era muito baixa (0,08 - 0,6xl06 cêlulas/ml de sangue). 

A. POPULAÇÕES LINFOCIT~RIAS EM DADORES SAUD~VEIS 

1. A população B 

Neste estudo identificãmos os linfõcitos B pelo mêtodo de RRAD 

que ê mais sensível que o da imunofluorescência directa (IFD), pode.!:!_ 

do detectar a IgSm distribuída em menor densidade na superfície cel~ 

lar (Haegert, 1978 a,b; Haegert e col.,1978; Binns e col. ,1979). De~ 

te modo, a população B definida pela RRAD ê heterogénea, incluindo 

tanto os linfÕcitos possuidores de densa IgSm como os portadores de 

reduzida concentração de IgSm, ou seja, inclui não soas células ti-
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picamente B (IFD+) mas tambem as celulas IFD-RRAD+, respectivamente. 

Tem sido sugerido que os linfócitos com IgSm pouco densa, fo_!:. 

mama população L (L de "labile" do inglês, instãvel) possuindo IgG 

citofilica adsorvida pelos seus receptores Fc de elevada avidez 

(Horwitz & Lobo, 1975; Lobo & Horwitz, 1976). Estas células possuem 

elevada actividade litica (actividade de células K) e não são estimu 

ladas pelo mitogenio pokeweed,PWM (Horwitz & Garrett, 1977). Lobo e 

col. (1975) referem ainda que a Ig adsorvida e rapidamente libertada 

ao fim de 1 hora de incubação dos linfócitos a 379C, pois que obse_!:. 

varam uma redução da quantidade de linfÕcitos corados por fluorescei 

na no teste IFD. Pelo contrãrio, Haegert e col. (1978) mostraram que 

não hã redução do número de linfõcitos fonnadores de roseta no teste 

RRAD mesmo apõs a referida incubação que supostamente causa a elui

ção da Ig citofilica. 

Com vista a clarificar a questão de todos os linfÕcitos RRAD+ 

(de IgSm em alta e baixa densidade) (i) serem ou não verdadeiras ce 

lulas B (produtoras da sua prÕpria IgSm) ou (ii) se porventura esta

riam tambem incluidas celulas L, resolvemos testar os linfócitos pa

ra dois marcadores simultaneamente. Assim, usãmos o anticorpo serico 

anti-Fab e o AcMc anti-cadeia leve K, no teste RRM. Três situações 

eram de esperar: (i) o AcMc a-Ck podia reagir com cerca de 2/3 da 

- + -totalidade de celulas IgSm, o que indicaria que as celulas defini-

das pela RRAD eram verdadeiras celulas B; (ii) contudo, se mais de 

- + f + -2/3 das celulas IgSm ossem Ck , entao o AcMc a-Ck teria detectado 

nao sõ os linfócitos B mas tambem todos os linfócitos portadores de 

Ig citofilica; (iii) finalmente as celulas ck+ poderiam apresentar-
- + -se em menor proporção que os 2/3 da totalidade das celulas IgSm, 

170 



sugerindo que o AcMc nao estaria a ser utilizado nas suas Õptimas con 

<lições de reacçao. 

No nosso estudo o AcMc a-Ck foi utilizado em condições saturan 

tese por conseguinte a ultima situação acima referida não se aplica. 

De facto, os resultados mostraram que o AcMc reagiu com 2/3 da totalj_ 

dade de células IgSm+ (Quadro I e Fig. 3.3) sugerindo que todas as c~ 

lulas lgSm+ detectadas pela RRAD eram linfÕcitos B sintetizadores e 

expressares de Ig: 2/3 de cadeia K e 1/3 de cadeia À. Infelizmente não 

nos foi possível adquirir um AcMc, ou um anti-soro, contra a cadeia le 

ve À para ser usado na situação complementar ã do AcMc anti-Ck. 

Na verdade se parte das células RRAD+ fossem linfócitos porta

dores de Ig citofilica, então o AcMc a-Ck reagiria com todas estas c~ 

lulas porque elas adsorveriam de forma não especifica tanto as molécu 

las de cadeia K como as de cadeia À e por conseguinte a proporção de 

células ck+ seria superior aos 2/3 das células lgSm+. 

Em conclusão, este estudo sugere que nas nossas condições expe

rimentais, as células fonnadoras de roseta no teste RRAD eram linfÕci

tos B que expressavam a sua prõpria Ig sintetizada. 

Não podemos deixar de fazer notar que tanto nas experiências 

realizadas por Haegert e col . (1978) como no nosso trabalho, os lin

fÕcitos foram isolados dos monõcitos por tratamento de penta-carbonilo 

de ferro (incubação a 379C,durante 30 min) enquanto que Horwitz & Lobo 

(1975), Lobo e col. (1975) e Lobo & Horwitz (1976) utilizaram suspen

sões de células mononucleares onde se encontravam também monõcitos 

que eram identificados por microscopia de contraste de fase. Ora é do 

conhecimento geral que os monõcitos possuem receptores de Fc de eleva 

da avidez e que a sua distinção relativamente aos linfôcitos em micros 
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copia Õptica e deveras difícil. Apresenta-se-nos pois admissível que 

o decréscimo de células fluorescentes, de 32% para 9%, observado por 

Lobo e col. (1975) fosse devido ã eluição da Ig adsorvida por monóci_ 

t os. 

Num artigo recente de Wilson e col. (1984) sugere-se que a te 

cnica de RRAD detecta a lg inata dos linfócitos B e também a Ig cito 

fílica passivamente adsorvida. Esta conclusão foi tirada do facto de 

observarem uma queda do numero de células IgSm+ apõs 3 horas de incu 

bação dos linfõcitos a 379C. Naquele artigo comparam também diversos 

procedimentos para isolamento dos linfÕcitos e em qualquer dos casos 

- + - + + encontraram mais celulas IgSm do que a soma das celulas Ck e CÀ , 

resultados estes que nao comentam nem discutem. A única diferença e!:!_ 

tre a técnica de Wil~on e col. (1984) e a nossa reside no anticorpo 

utilizado para identificar os linfõcitos IgSm+: o de Wilson e col. 

foi o T379/4 e o nosso o Z668F, ambos produzidos em Carneiro, nomes 

- . - + mo laborator10. O excesso de celulas IgSm que Wilson e col. (1984 ) 

encontraram pode ser atribuído ã possibilidade de o anticorpo T379/ 4 

ou fazer reacção cruzada ou estar contaminado por anticorpos que rea 

jam com determinantes antigenices diferentes da IgSm. 

Contrastante também com os resultados de Wilson e col. (1984), 

- + Pepys e col. (1981) descrevem que a soma de celulas Ck (15.5%) e 

CÀ+ (7,9%) e igual ao numero de células marcadas (i) quando ambos os 

marcadores de células Ck e CÀ são utilizados simultaneamente (isto e, 

as células apresentam ou a cadeia K ou a cadeia À, de forma exclusi

va) (ii) ou quando um anticorpo convencional contra Ig é utilizado. 

Pepys e col. (1981) utilizaram um imune-ensaio de elevada sensibili

dade em que F(ab 1
) 2 contra Ig humana era marcada pela fosfatase alca-

- + lina a fim de detectar as celulas IgSm ; para aumentar a sensibilida-
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de do teste adicionaram ao meio de incubação dos linfõcitos comple

xos de fosfatase alcalina e F(ab') 2 anti-fosfatase alcalina. 

O presente estudo apoia as observações de Pepys e col. (1981) 

sugerindo que os linfÕcitos B detectados por métodos muito sensíveis 

possuem IgSm estrutural e não Ig passivamente adsorvida. Aqueles au

tores também confirmam a heterogeneidade dos linfÕcitos B anterior

mente descrita por Haegert & Coombs (1979): (i) células 11 8-major" 

(IFD+) facilmente detectadas ( i i) e células "8-mi nor" ( IFD- /RRAD+ / 

imuno-ensaio+) apenas detectadas por técn i cas muito sensíveis. 

2. A população T 

Os nossos estudos mostraram que quer as rosetas-E quer a RRAD, 

utilizando o anticorpo monoclonal YT~ 12.5, definiram a mesma popul! 

ção linfocitãria, a população T (Fig. 3. l). O AcMc YTH 12.5 bloqueia 

a ligação do AcMc OKT3, sugerindo que ambos reconhecem o mesmo deter 

minante antigénico, a molécula T3 (Cobbold & Waldmann, 1984). O AcMc 

OKT3 é um marcador dos linfõcitos T do sangue humano periférico 

(Reinherz e col. 1979-a) e reage com um polipeptideo de 20 KD (Re i_!! 

herz e col., 1983) , peptideo este que provavelmente não se encontra 

associado ao receptor para eritrõcitos de Carneiro existente nos lin 

fÕcitos T humanos (Verbi e col., 1982) pois não inibe (nem o AcMc 

YTH 12.5 inibe; Carvalho, 1983) a formação de roseta E. 

Diversos anticorpos monoclonais têm sido utilizados para cl! 

rificar a natureza do receptor para eritrõcitos de Carneiro existen 

te nos linfÕcitos T humanos. Dos vãrios AcMc da série OKT contra an 

tigénios da superfície externa da membrana dos linfÕcitos T, apenas 

o AcMc OKT 11 bloqueia a fonnação de roseta E e se liga a um poli-
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peptideo de aproximadamente 50 KO (Verbi e col., 1982). Da série de 

AcMc Leu sõ o Leu- 5 inibe a reacção de roseta E e também este se li

ga a um polipeptideo de 40 a 50 KD (Howard e col., 1981}. O AcMc an

ti-066 também inibe a formação de roseta E e liga-se a um polipepti

deo de 50 KD (Bernard e col ., 1982). Estes resultados indicam que o 

polipeptideo de 50 KD estã intimamente associado ao receptor para eri 

trócitos de Carneiro existente nos linfócitos T humanos. 

3. Interrelação das populações B e T 

A delineação das populações B e T obtida por métodos de reac

ção de roseta (usando imunoglobulina anti-Fab e o AcMc YTH 12.5, res

pectivamente) desenhou quatro fenótipos diferentes: (i) células B 

(B+T- ), representando 12,1±5,1 % da totalidade dos linfócitos sangui. 

neos; (ii) células duplamente marcadas (B+T+), correspondendo a 

4,4±3,2% dos linfócitos totais; ( iii) células T (B-T+), sendo 72,0± 

±8,4% de todos os linfócitos; e (iv) células nulas ("Nu ll cells") 

(BT), representando 11 ,5±10,0% dos linfócitos sanguineos (Quadro 

II e Fig. 3.3). 

Tanto a destituição de uma população como a reacção de ros~ 

ta mista indicaram que as células B e T não formavam populações CO_i:!! 

pletamente distintas, com antigénios diferenciais expressos separ~ 

damente. Pelo contrãrio, parece delinear- se um espectro compreende~ 

do numa extremidade células possuidoras de IgSm em elevada densida-

+ - - -de (BT), depois celulas com menor concentraçao de IgSm e expres-

sando também o antigénio T (B+T+), de seguida células possuidoras 

do antigénio T mas sem IgSm (B-T+) e na outra extremidade células 

sem apresentarem marcadores B e T detectãveis (B-T-}. t de admitir

-se que possam ocorrer vãrios niveis de densidade de IgSm e do an-
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tigenio Te assim a sua detecção como células B ou T, respectivamen

te, esteja dependente da sensibilidade do método usado. 

Idêntico espectro foi sugerido por Hokland (1981) no qual se 

encontram células com grande quantidade de IgSm numa extremidade, e 

na outra células com elevada avidez para a formação de rosetas E e 

sem possuirem IgSm detectãvel; no meio deste espectro encontram-se 

- + + as celulas possuidoras de ambos os marcadores celulares (BE) , cu-

ja proporçao pode ser aumentada pela exposição dos receptores E es

condidos nas células B ao tratarem-se os linfõcitos com neuraminida 

se (Bentwich e col., 1973-b ) , com fosfolipase A (Hanaumi e col., 

1976) ou com proteínas bãsicas (Hokl and e col., 1981). 

Poder-se-ia argumentar que a subpopulação duplamente marcada 

(B+T+) nao ~eja mais do que uma proporção de células T fixando Ig do 

soro pelos seus receptores Fc. Contudo o presente estudo com o AcMc 

contra a cadeia leve K indicou que o fenõmeno de fi xação de Ig cito 

fílica, nas nossas condições experimentais, nao ocorreu. Na verdade 

observãmos que as células Ck+ representavam 2/3 não sõ da totalida

de dos linfõcitos B (Quadro I e Fig. 3.3) como também das células 

B+T+ (Quadros II e III e Fig. 3.3). 

A subpopulação 8-T-, que tem sido amplamente referida como 

"população nula" (primeiramente descrita por Froland & Natvig,1973) 

ou "tercei ra população " (Ferrarini e col., 1980) representou, nas 

nossas observações, 11,s±10,0% da população linfocitãria total. Con 

tudo alguns investigadores (Haegert e col., 1978; Pepys e col., 1981) 

não encontraram tal população. Na verdade nõs observãmos uma enorme 

variação na proporção desta subpopulação B-T-, de 0,0% ate 34 ,0% 

com media ± 0PM de 11 ,s±10,0% (Quadro II), de entre os individuos 
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estudados. Por conseguinte os nossos resultados indicam que a contro

vérsia relativa ã existência ou nao existência da população nula não 

é devido ao método utilizado na sua detecção mas é essencialmente de 

pendente do dador linfocitãrio. 

4 - + . A populaçao Ia 

As moléculas Ia são codificadas pelos genes Ir e foram primei

ramente caracterizadas no Rato. As estruturas humanas correspondentes 

fazem parte do complexo de histocompatibilidade maior, HLA, e desi

gnam-se por antigénios "Ia-like" ou de Classe II (Schlossman e col ., 

1976). Os antigénios "I a-like" ou simplesmente antigénios Ia, estão 

relacionados com o reconhecimento celular do antigénio (Puri & Lonai, 

1980) e intervêm em interacções celulares tal como na função T auxi

liar em que as células OKT4+ se ligam aos antigéni os Ia presentes nas 

células alvo (Reinherz e co l., 1983). A mo lécula Ia é constituída por 

duas subunidades polipeptídicas (cadeia a de 34 KD e cadeia 8 de 29 

KD) que nao se encontram ligadas por pontes dissulfurosas (Billing 

e c o 1 . , l 9 7 6 ; S p ri ng e r e c o 1. , 19 77 ) e p os s u em ã c i dos g 1 i c os s i ã 1 i -

cosa superfície celular (Lloyd e col., 1981). 

Tem-se observado moléculas Ia na superfície de linfócitos B, 

monõcitos e numa subpopulação de células nulas (Winchester e col., 

1975-a; Humphreys e col., 1976; Whinchester e col ., 1976; Sch lossman 

e co 1. , 19 76) . 

Utilizando métodos de marcação dupla observãmos que a maioria 

(mas não todas) das cé lulas Ia+ (68,78!17,35%, Quadro IV e Fig . 3.9) 

se incluiam na população B. Verificãmos também que 21 ,03!12,3% (Qua

dro V e Fig. 3.9) das células Ia+ eram linfócitos T. Os resultados i.!:!_ 
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dicam que só 51 ,79±25,70% (Quadro IV e Fig. 3.7) dos linfócitos B ex 

pressavam o antigénio Ia+ e que 4,12±2,36% dos linfÕcitos T possuiam 

detectãveis moléculas Ia (Quadro V e Fig. 3.8). 

Embora tivéssemos encontrado idênticas proporções de linfÕci

tos B (IgSm+) e linfõcitos Ia+ (19,4!6,4% e 15,6!7,6%, respectivame_!! 

te, Fig. 3.2) os estudos de marcação dupla mostraram que a presença 

do antigénio Ia por si só, na membrana celular, nao pode ser usado 

como marcador especifico de linfócitos B. 

Tem sido descrito que linfócitos T activados, quer i n vitro 

quer in vivo, expressam o antigénio Ia (Fu e col ., 1978; Evans e 

col., 1978; Ko e col . , 1979; Charron e col., 1979). A presença do 

antigénio Ia nos linfócitos Tem repouso tem sido tema de grande CO_!! 

- - + troversia. Alguns autores negam ter encontrado tal subpopulaçao Tia 

quer utilizando anti-soros heterõlogos policlonais seguido de ensaio 

de citotoxicidade com 51 cr (Evans e col., 1978) quer utilizandoª.!! 

ticorpos monoclonais e "FACS" ("Fluorescence Activated Cell Sorter") 

(Reinherz e col., 1979-b). Pelo contrãrio, outros investigadores 

(Albrechtsen e col., 1977; Fu e col. , 1978; 

Yu e col., 1980; Schuurman e col . , 1980), utilizando anti-soros he 

terõlogos policlonais e imunofluorescência indirecta observaram 

cerca de 4-10% de linfócitos T expressando antigénios Ia. Em todos 

estes estudos o marcador de células Ia+ foi apli cado ã população de 

linfócitos T previamente isolada. No nosso trabalho realizãmos a tê 

cni ca de marcação dupla e simultânea , a RRM, tendo verificado que 

4,12±2,36% dos linfócitos Tem repouso possuiam o antigénio Ia (Qu~ 

dro V e Fig. 3.8). 

O numero de linfócitos T expressando o antigénio Ia aumenta 

177 



para 40-70% após estimulação in vitro ou in vivo (Fu e col., 1978; 

Evans e col., 1978; Charron e col ., 1979; Ko e col., 1979), indicando 

activação celular. Idênti cas elevações de cêlulas Tia+ foram observa

das no presente estudo, quer em experiências i n vitro: (i) estimula

ção mitogênica (por PHA e GAT) (Fig. 3.22), (ii) cultura de linfóci

tos mista (MLC) (Fig 3.24), e (i ii) MLC com linfócitos autólogos tran~ 

formados por vírus Epstein-Barr (Fig. 3.24); quer em estudos in vivo: 

durante infecção viral em doentes imunodeprimidos após transplantação 

cardiaca (Fig. 3.27 a 3.30). Estes resultados serão discutidos na sec 

ção B deste Capitulo. 

5. A população RFc + y 

Trabalhos iniciais sobre a distribuição de receptores Fc pelas 
y 

populações linfocitãrias indicavam que apenas os linfócitos B possuiam 

tais receptores (Cline e col., 1972; Jondal, 1974). Outros (Brown & 

Greaves , 1974), registaram que apenas a maioria dos linfÕcitos B ex

pressava tal receptor. Mais recentemente Samaru e co l. (1976 ) e Ho~and 

e col ., (1978) registaram ainda menores proporções dos linfÕcitos B com 

RFc . Numa tentativa de determinarem a proporção de linfócitos comam 
y -

bos os marcadores, Gergely e col ., (1977) utili zaram marcação dupla: 

(i) anti-soro fluorescente contra Ig humana (para marcação de cêlulas 

B) e (ii) complexos de eritrócito-anticorpo EA, (para marcação de cê

lulas RFc +; a reduzida percentagem de célul as B (11 %) portadoras de 
y 

receptores Fc foi atribuída a uma possivel interferência do soroª.!! 
y 

ti-Ig na reacção de roseta EA. 

Para determinarmos a proporção de linfÕcitos B possuidores de 

receptores Fc e de IgSm utilizãmos também um sistema de marcação 
y 

dupla: (i) eritrõcitos fluorescentes de Boi foram conjugados com anti-
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-Ig (marcador de celulas B) e (ii) eritrõcitos nao fluorescentes de 

Boi foram sensibilizados com Ig anti -eritrõcito de Boi (marcador de 

celulas RFc +); ambos os eritrõcitos indicadores foram levados a rea y 

gir simultaneamente com os linfÕcitos na RRM. Como os reagentes nao 

faziam reacção cruzada puderam ser utilizados conjuntamente sem cau

sarem interferência na capacidade dos linfÕcitos formarem as rosetas. 

O nosso estudo mostrou que 74,33±13,00% dos linfõcitos B possuiam re 

ceptores para a porção Fc da IgG (Quadro VI e Fig. 3.7). 

Além disso, a RRM entre os marcadores de células Te de celu

las RFc + mostrou que 4,6±2,4% dos linfÕcitos totais eram TFc + e 
y y 
+ que 6,10-3,09% das celulas T possuiam receptores Fc (Quadro VII e 

y 

Fig. 3.8). Estes resultados confirmam as observações de uma pequena 

subpopulação de celulas TFc + descritas por Hallberg e col. (1973), 
y 

Brown e Greaves (1974) e Dickler e col. (1974). 

Os linfõcitos RFc + Ia+ representaram 14,4±4,4% da população 
y 

linfoc itâria total, correspondendo a 52,60±7,25% de linfÕcitos Ia+ 

possuidores de RFc (Quadro VIII e Fig. 3.9) e a 67 ,24±17 ,28% dos lin 
y 

fÕcitos RFc + portadores do antigenio Ia (Quadro VIII e Fig. 3.1 0). 
y 

Embora 14% dos linfõcitos totais possuam receptores Fc e an-
Y 

ti génios Ia (Quadro VIII e Fig. 3.9), estas duas estruturas parece nao 

estarem associadas pois que a inibi ção com AcMc contra antigenio Ia 

nao causa interferência na capacidade dos linfÕcitos formarem rase 

tas EA (Dobloug eOyen, 1981). 

Kaszubowski e col. (1980) descrevem que o aumento de celulas 

Tia+ apõs estimulação mitogenica e devido ao aumento da percentagem 

- + -de celulas TFcy a expressarem o antigenio Ia. Os nossos resultados 

contrari am tais observações uma vez que a activação celular apõs e~ 
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timulação por PHA ou GAT causou um aumento das cêlulas Tia+ (atê ca. 

50%) enquanto que as 

va (de ca. 12% para 

- + celulas RFc sofreram uma redução significati
Y 

< 5%) (Fig. 3.22). Estudos de inibição realizados 

por Indiveri e col . (1980) indicam tambêm que não hã qualquer relação 

entre a expressão de novo de antigênios Ia nas cêlulas T activadas e 

os receptores Fc ou os receptores para eritrõcitos de carneiro. 

0bservãmos tambêm a existência de receptores Fc tanto em lin-
Y 

fÕcitos 8- como em l infócitos T (Quadro VI e VII, respectivamente e 

Fig. 3.6), estando pois de acordo com observações anteriores relati

vas ã população nula possuir receptores Fc (Froland & Natvig, 1973; 
y 

Lobo e col., 1975; Horwitz & Lobo, 1975; Arbeit e col., 1977; Hokland 

e col., 1978; Horwitz & Bakke, 1984). 

6. Um modelo para a interpenetração das diversas 
populações linfocitãrias. 

Na Fig. 4. 1 tentãmos visualizar a relação entre as diversas 

- + + subpopulações linfocitarias humanas (B , T, Ia e RFc ) baseada na 
y 

anãlise de marcação dupla. Neste modelo a sobreposição das populações 
+ + ~ T com B (4,4%), T com Ia (3,4%) , T com RFcy (4,6%) foram inclu1das 

na mesma população, formando pois uma subpopulação quadruplamente mar 

cada: IgSm+(B), YTH 12.5+ (T), Ia+ e RFc +_ 
y 

Subpopulação duplamente marcada 
/ 

Fig . 4.1 
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Para provar a existência de tal subpopulação quadruplamente 

marcada teríamos que ter utilizado os quatro marcadores celulares sj_ 

multaneamente na RRM. Na verdade fizemos ainda a tentativa de utili

zar três tipos de eritrõcitos indicadores, tendo sido um marcado com 

fluoresceína, outro com rodamina e o terceiro não marcado. Infeliz

mente tornava- se muito difícil distinguir as rosetas duplamente das 

triplamente marcadas ao microscÕpio equipado para fluoresceína e para 

rodamina. Obviamente que a utilização de quatro marcadores celulares 

simultaneamente iria ainda complicar mais o sistema. 

Se bem que não comprovada, tal subpopulação quadruplamente 

marcada no sangue periferico poderã reflectir uma característica fun 

cional e/ou um grau de maturação dos linfÕcitos. 
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B. POPULAÇÕES LINFOCIT~RIAS EM DOENTES RECEPTORES DE 
ENXERTO CARDTACO 

Graças ao aperfeiçoamento das técnicas cirúrgicas, a rejeição 

do enxerto e a susceptibilidade ã infecção tornaram-se a maior limi

tação ao sucesso da transplantação cardíaca. O melhoramento dos regj_ 

mes imunodepressores para controlo da rejeição tem permitido prolon

gar o periodo de sobrevivência dos doentes. Tais tratamentos imunode 

pressores baseiam-se em experiências anteriores obtidas na transpla.!!_ 

tação renal. Assim, têm-se utilizado protocolos de tratamento triplo 

empregando: (i) corticosteroides, como a predenisolona; ( ii) agentes 

anti-metabÕlicos, como a azatioprina; (iii) e globulina heterõloga 

anti-timõcito humano (GAT). 

Nos últimos anos este protocolo convencional tem vindo a ser 

substituído pela terapia por ciclosporina A (Cs -A ) com considerãve l 

sucesso na transplantação do rim, do pâncreas e do fígado (Klaus, 

1981; Green, 1982) . 

No presente trabalho investigãmos o efeito de tratamentos imu

nodepressores nas subpopulações linfocitãrias de doentes receptores 

de enxerto cardíaco. Por uma questão metodolÕgica dividimos os doen

tes em três grupos: (i) doentes de sobrevida longa (tinham sido ope

rados hã mais de um ano) mantidos com azatioprina e predeni solona, e 

que haviam recebido GAT durante os 28 dias seguintes ã operação; (ii) 

doentes põs-operados mantidos em Cs-A e predenisolona cujas subpop~ 

lações linfocitãrias foram analisadas para o efeito da administração 

de GAT nos 10 dias seguintes ã transplantação; e (iii) doentes imuno 

deprimidos com Cs-A e predenisolona, e que haviam recebido GAT espo

radicamente. 
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O diagnóstico histológico de rejeição foi determinado por bió.e_ 

sias regulares do coração transplantado. Não foram observados sinais 

de rejeição em nenhum dos doentes aquando do nosso estudo (O'Toole e 

co 1 . , 1985) . 

A recolha linfocitãria obtida das amostras de sangue destes 

doentes era si gnificativamente mais baixa (13,s0±7,80xl04 celulas/ml) 

do que a obtida de indivíduos normais (ll0,00±10,oox104 celulas/ml). 

Tanto nas amostras dos doentes como nas dos indivíduos controlo (i) 

o sangue fora desfibrinado, (ii) as celulas mononucleadas separadas 

por centrifugação em ficoll/hypaque (F/H} e (iii) os linfócitos iso

lados após tratamento por penta- carbonilo de ferro. 

Poder-se- ia argumentar que a baixa recolha linfocitãria dos 

doentes fosse devida a uma "fuga" dos linfócitos afectados pelas dr.2_ 

gas da interface do F/H para o sedimento. Contudo a anâlise diferen

cial das amostras de sangue total dos doentes, realizada no Papworth 

Hospital, mostrou haver redução dos linfócitos circulantes (resulta

dos não apresentados}, indicando que ocorrera linfocitopenia nestes 

doentes tratados com drogas imunodepressoras. 

1. Terapia por corticosteroides e azatioprina 

Muitos investigadores têm vindo a estudar o mecanismo de acçao 

dos corticosteroides em diferentes tecidos. Esta questão foi revista 

por Fauci e col. (1976) que sugeriu três hipóteses para a acção de 

tais imunodepressores. A primeira diz que os corticosteroides podem 

interagir directamente com a membrana celular e assim alterar a sua 

estabilidade e configuração, o que podera causar alterações no padrão 

da circulação linfocitãria. A segunda hipótese sugere que os corticos 

teroides reajam com um receptor de membrana, que migrem para o núcleo 
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celular e que ai induzam nova síntese proteica. A terceira hipõtese 

é a de que os corticosteroides podem activar o AMP cíclico com o fim 

de modelar determinadas funções celulares, como a síntese proteica. 

Provavelmente estes mecanismos não se excluem, antes pelo contrario, 

podem concorrer para as modificações observadas nos diferentes tipos 

celulares durante terapia por corticosterÕides. Tais modificações PQ 

dem explicar a redistribuição das células, que se manifesta pela sua 

saída da circulação para irem colonizar outros compartimentos do cor 

po (Hedman & col ., 1984). 

Azatioprina é um agente anti-metabÕlico usado na terapia imu

nodepressora e anti-inflamatõria. O seu modo de acção nas células lin 

fÕides não é conhecido. 

a. Efeito dos corticosterÕides e da azati oprina nas 
funções dos linfÕcitos 

Têm-se realizado diversos estudos in vitPo com vista a conhecer

-se o fenõmeno de imunossupressão das funções das células mononucleadas. 

Metilpredenisolona causa 74% de supressão no teste de citotoxicidade 

mediada por linfÕcitos (Rosenberg & Lysz, 1978) ; aquela substância ê 

eficaz quando aplicada quer durante as primeiras 24 horas dos 7 dias 

do período de sensibilização, quer ao fim de 3 horas de incubação com 

as células alvo dos linfõcitos sensibilizados. Assim, aqueles autores 

(Rosenber & Lysz, 1978) consideram que o mecanismo de acçao da metil

predenisolona se manifesta tanto na supressão da geração de linfõcitos 

citotõxicos como na supressao da actividade citotoxica dos linfÕcitos 

especialmente sensibilizados. 

Diversos grupos de investigadores (Sazaki e col., 1979; Ten Be_!:. 

ge e col ., 1981; 1982; Guillou e col., 1982) têm observado reduções si 
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gnificativas na actividade das cêlulas assassinas naturais, "NK" (do 

inglês "Natural Killer cells") e na citotoxicidade celular dependen

te de anticorpo (ADCC), desempenhada por cêlulas assassinas, "K" (do 

inglês "killer cells"), em doentes sob tratamento de predenisolona e 

azatioprina. Mais recentemente observou-se que apenas a administração 

de azatioprina (Shih e col., 1982; Prince e col., 1984) , e não a de 

predenisolona (Prince e col., 1984) causa a redução das actividades 

de NK e ADCC dos doentes. 

A adição de azatioprina aos meios de cultura durante as prime_!_ 

ras 24 horas de incubação dos linfõcitos na reacçao de linfÕcitos mis 

ta ("MLR") causa uma significativa redução da proliferação celular 

(Bach & Bach, 1972). 

Do mesmo modo, os linfõcitos de individuos voluntãrios sujeitos 

ao tratamento de predenisolona apresentam uma redução significativa da 

capacidade de serem estimulados por PHA ou por alo-antigénios (Heilman, 

1972; Fauci & Dale, 1974; Webel e col., 1974). 

No entanto a estimulação dos linfÕcitos B de dadores tratados 

com esterÕides não difere da estimulação observada em individuos para 

controlo, e o efeito auxiliar ou supressivo das cêlulas T não foi pos 

sivel ser demonstrado (Hei lman, 1972; Webel e col., 1974). 

Em oposição ao efeito dos esteroides, Dimitriu e Fauci (1978) 

observaram que as cêlulas B são altamente sensiveis ã activação pelo 

PWM enquanto que os linfõcitos T supressores são menos sensiveis e os 

T auxiliares sao resistentes ao efeito in vitro da azatioprina. 

b. Efeito dos corticosteroides e da azatioprina na redis

tribuição das subpopulações linfocitãrias 

A administração de corticosterÕides causa a linfocitÕlise em 
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diferentes graus de acordo com a espêcie animal em estudo, tendo Cla

man (1972) classificado as espécies animais em "esterõide-sensiveis" 

e "esterõides-resistentes". Alguns roedores (Rato branco, Ratinho e 

Coelho) são esterÕide-sensiveis pois que alise dos linfócitos ocorre 

rapidamente apos a administração de corticosterôides (Calman e col., 

1971, enquanto que os linfõcitos humanos, do Macado e da Cobaia são 

resistentes ao efeito citolitico imediato (Caron, 1969; Claman e col., 

1971; Fauci e col., 1976). Por não se ter tido em atenção estas dife

renças de sensibilidade dos linfócitos provenientes de espécies dife

rentes, surgiram considerãveis confusões na literatura referente ao 

efeito da administração de corticosterÕides nos linfócitos humanos cir 

culantes. 

A administração de corticosteróides causa..JJO Homem uma temporã

ria linfocitopenia (Forsham e col., 1948), mas alise ou morte celular 

nao parece ocorrer uma vez que mesmo a adição de concentrações supra

farmacológicas de corticosteroides in vitro em suspensões de linfóci

tos do sangue periférico humano (Caron, 1969) ou de timõcitos (Claman 

e col., 1971) não causa citÕlise nem morte celular. 

A alteração da configuração molecular da membrana do linfócito 

causada pela administração destas drogas, resulta numa evidente alte

ração do seu padrão de circulação (Gesner & Ginsburg, 1969; Woodruff 

& Gesner, 1968). Mesmo em espécies esteróide-sensiveis a linfocitop~ 

nia causada por corticosteróides é uma consequência da redistribuição 

dos linfócitos que saiem da circulação, indo acumular-se noutros com

partimentos linfóides como a medula óssea (Levine & Claman, 1970; 

Cohen e col., 1970; Cohen, 1972; Berney, 1974). Mais do que alise ce 

lular, a redistribuição das populações linfocitãrias tem sido descri

ta para as espêcies estero-resistentes idênticas ao Homem (Claman, 
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1972). Embora ainda nao tenha sido provado, tem-se vindo a considerar 

que os efeitos dos agentes imunodepressores na membrana celular dos 

linfócitos sejam a justificação para a redistribuição das células que 

deixam assim a circulação sanguínea para colonizarem outros comparti 

mentos do corpo (Fauci e col. , 1976; Hedma n e co l ., 1984) . 

A admin i stração a pessoas voluntãrias de doses simples de cor

ticosterÕides como 400 mg de hidrocortisona intravenosamente (Fauci & 

Dale , 1974); 60 mg (Yu e col., 1974) ou 80 mg (Fauci, 1976) deprede

nisolona oralmente; 1 gr de predeni solona intravenosamente (Coburg e 

col., 1970); ou 8-1 000 mg de metilpredeni so l ona intravenosamente (W~ 

bel e col ., 1974) causa uma evidente linfocitopenia que é mãxima 4-6 

horas apõs a tomada da droga . Os níveis linfocitãrios geralmente vol

tam ao normal ao fim de 24 horas; contudo, ~e doses exageradas (500-

- 1000 mg) forem administradas, então são necessãrias 48 horas para 

que se atinjam os valores normais (Webe l e col ., 1974). 

Esta linfocitopenia provocada por corticosteroides envolve tan 

to linfÕcitos formadores de rosetas E (células T) como não formadores 

(células B); são, no entanto, as células T circulantes as mais afecta 

das (Fauci & Dale, 1974; Yu e col. , 1974; Fauci , 1976). 

Doentes receptores de enxerto renal mantidos sob tratamento 

combinado de predenisolona e azatioprina apresentam um decréscimo s i

gnificativo do número de linfócitos Te B circulantes (Dimitriu & Fau 

ci , 1978; Chatenoud e co l., 1981; Ten Bei·ge e col., 1981). 

No presente trabalho estudãmos o efeito do duplo tratamento 

imunodepressor, predenisolona e azatioprina, nos doentes que haviam 

recebido o enxerto cardíaco hã ma i s de um ano. Observãmos que a popu

lação T (cél ulas YTH 12,5+) foi mais afectada do que a população B 
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(células Smlg+); na verdade, encontrãmos: (i) uma redução de 90,72% 

nas células Te apenas 83,04% nas células B (em termos de concentra

çao celular) em relação aos dadores normais (Fig. 3.12) e (ii) um de

créscimo significativo apenas na proporção de células T jã que a pop.!:!_ 

lação B não se apresentou significativamente diferente relativamente 

ao controlo (Fig. 3.11). 

Observãmos um claro decréscimo na quantidade de linfocitos cons 

- - + + + tituintes de cada subpopulaçao linfocitaria (T, B, Ia , RFc , Tla e 

TFc+) (Fig. 3.12). Contudo o estudo das alterações das proporções dos 

linfócitos nestes doentes mostrou que apenas as células T apresentavam 

uma média significativamente inferior (56,66+-13,02%) relativamente ao 

controlo nonnal (75,11±5,29%) enquanto que as célu las Tla+ surgiam mais 

elevadas (9,16±8,62%) do que o normal (3,40±2,0%) (Fig. 3.11). 

O nosso estudo sugere que o tratamento imunodepressor deprede

nisolona e azatioprina afecta principalmente a população Te que den

tro desta são as células Tia- as que apresentam maior redução relativa. 

Fi cou no entanto por esclarecer · se foram as células Tla- que sofreram 

preferencial remoçao da circulação ou se uma maior proporção de célu

las T passou a expressar o antigénio Ia. 

Em recentes estudos Chatenoud e col. (198l)e Dupont e col. (1983) 

mostraram que em doentes receptores de enxerto renal os linfócitos T 

auxiliares/indutores (OKT4+) são mais sensiveis ao efeito da terapia 

por predenisolona e azatioprina do que os linfocitos T supressores/cj_ 

totóxicos (OKT8+). 

2. Terapia por globulina anti-timócito (GAT) 

Os soros anti-linfocito T evitam a produção de anticorpos diri-
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gidos a antigénios dependentes do timo, sugerindo que inactivam ou 

eliminam as células T auxi liares (Mitchison, 1971). A administração, 

a doentes receptores de enxerto cardíaco, de globulina anti-timócito 

(GAT) feita em Coelho ou Cavalo determina o aumento de anticorpos s~ 

ricos específicos, ao mesmo tempo que a população T decresce (Bieber 

e col., 1977; English e col., 1982; Harkiss e col., 1983-a,b). Ore

gime imunodepressor de GAT diminui a severidade da rejeição e prolo.!!_ 

ga o tempo ate surgir o primeiro fenómeno de rejeição dos transplan

tes do rim (Cosimi, 1976; Thomas e co l ., 1979) e do coração (Bieber 

e col., 1977; English e col., 1982). 

No presente estudo analisãmos a redistribuição das subpopula

çoes linfocitãrias causada pela administração de GAT, ciclosporina A 

(Cs-A) e predenisoiona durante os primeiros 10 dias pós -operatórios, 

apos o que foram mantidos só com Cs-A e predenisolona (vêr A.2.c. de 

"Material e Métodos"). Durante o período de 30 dias apôs transplant~ 

ção não foram observados fenómenos de rejeição (O'Toole e col., 1985) 

de acordo com as biopsias regulares efectuadas no Papworth Hospital. 

Foi nossa intenção determinar a percentagem de linfócitos cir 

culantes transportando GAT equina na membrana celular, durante a ad

ministração de GAT, para o que usãmos imunoglobulina anti-Ig de cav~ 

lo conjugada a eritrõcitos de Boi, realizando o teste RRAD. Infeliz

mente verificãmos que este reagente fazia reacção cruzada com a IgSm 

das célu las B (resultados não apresentados) o que nos levaria a con

tar falsas células GAT positivas. 

Contudo, Parsa e col. (1979) observaram que em doentes recep

tores de enxerto renal, cerca de 70% dos l infócitos circulantes trans 

portavam GAT na superfície membranar, determinação esta realizada p~ 
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lo teste de imunofluorescência, utilizando soro anti - Ig de Cavalo, 

feito em Bode. Os mesmos autores (Parsa e col., 1979) dizem também 

que os linfócitos portadores de GAT deixam de ser detectados 3-4 dias 

depois da cessação da tomada de GAT. 

a. Efeito da GAT na quantidade de linfócitos consti
tuintes das subpopulações linfocitãrias 

Imediatamente apos a transplantação e durante a administração 

de GAT, Cs -A e predenisolona, observãmos um decréscimo acentuado da 

concentração de linfócitos (n9 de cêlulas/ml de sangue) (Fig . 3.13). 

Estes reduzidos valores encontravam-se ao nivel dos doentes de sobre

vida longa (mantidos em predenisolona e azatioprina) e mantiveram-se 

baixos mesmo apõs paragem da tomada de GAT. Estes dados indicam que 

tctr,to d GAT com Cs -A e predenisolona como apenas Cs-A e predenisolQ 

na são tratamentos imunodepressores capazes de manter a concentração 

de linfócitos sanguíneos a baixos niveis. 

Durante os 10 dias de administração de GAT, as populações T 

(YTH + + + + + + 12.5 ), B (IgSm ), Ia (YCL 6.8) e RFc (rosetas EA) apre-
Y 

sentaram redução da quantidade de linfócitos constituintes de cada 

população (Fig. 3.14-b, 3.15-b, 3.16-b e 3.17-b). Exceptuando as ce 

lulas T, todas as outras populações atingiram os valores encontra

dos nos doentes de sobrevida longa. Na verdade, os linfócitos T so

freram uma queda ainda mais drãstica durante o tratamento com GAT, 

atingindo valores ainda menores do que os observados nos doentes de 

sobrevida longa (Fig. 3.14-b). 

Apôs paragem da administração de GAT (dia 10) os linfócitos T 

aumentaram a sua concentração atingindo os niveis encontrados nos do 

entes de sobrevida longa (Fig. 3.14-b) . Estes resultados indicam que 
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a GAT constituía o agente imunodepressor causador do baixo nível de 

células T. 

Todos estes resultados sugerem que: (i) a GAT é mais eficaz 

na redução dos linfõcitos T que nas outras populações e (ii) a GAT 

conjuntamente com a predenisolona e a Cs-A é mais eficiente do que a 

predenisolona e Cs-A sô, ou do que a predenisolona e azatioprina (dE_ 

entes de sobrevida longa) na remoção dos linfôcitos T da circulação 

sanguinea. 

b. Efeito da GAT na proporçao das subpopulações de 
linfÕcitos circulantes 

Em termos relativos observãmos que a terapia por GAT (com Cs-A 

e predenisolona) causa um decréscimo apenas da população T (Fig. 3.14-
-. - + + + + -a). Pelo contrar10~ as subpopulaçoes 8, Ia , RFc , Tla e TFc au-

Y y 

mentam as suas proporções durante os primeiros 10 dias de tratamento 

por GAT (Fig. 3.15-a, 3.16-a, 3.17-a e 3.1 8-a e -b ). Apôs cessação da 

administração de GAT detectãmos um aumento de células T que atingiram 

os níveis obtidos nos doentes de sobrevida longa. 

Estes resultados sugerem que a GAT afecta principalmente os 

linfõcitos T. Na verdade, observãmos um decrésci mo de células T tanto 

em valores absolutos (quantidade de células constituintes da popula

çao por ml de sangue) como em termos relativos (percentagem de célu

las T, da população linfocitãria total). Além disso, o decréscimo da 

população T foi acompanhado de um aumento relativo de células Tla+ e 

TFc+ (Fig. 3.18-a e -b} sugerindo que, ou (i) as células Tia- e TFc y 

sofreram uma remoção preferencial, ou (ii) as células T restantes na 

circulação adquiriram ã superfície membranar antigénios Ia e receptE_ 

res Fc . 
, y 
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Realizando testes de imunofluorescência indirecta, Chatenoud e 

col. (1981) afirmam que a GAT (mais azatioprina) produz em receptores 

de enxerto renal uma redução da população T (OKT3+) e que esta nao e 

selectiva para as subpopulações T auxiliar/indutora (OKT4+) ou supre~ 

sora/citotõxica (OKT8+). 

Num recentes trabalho efectuado nos nossos e noutros doentes re

ceptores de enxerto cardíaco, todos do Papworth Hospital, O'Toole e col. 

(1985) descrevem que parte (8 em 12) dos pacientes estudados apresen

tam uma inversão da razão das subpopulações T auxiliar versus T supre~ 

sora (Leu-3a/Leu-2a), mas que esta so ocorre depois da cessaçao da ad 

ministração de GAT, isto é, sempre depois do dia 10. 

Chatenoud e col . (1981) registaram, em receptores de enxerto re 

nal apresentando normal funcionamento do rim e mantidos com azatiopri

na e esterõis, uma redução relativa das células T auxiliares (OKT4+). 

Foi também sugerido (Mitchison, 1971; Chatenoud e col ., 1981; Cosimi 

e col., 1981) que as células T auxiliares desempenham papel fundamental 

na rejeição do enxerto e que a sua manutenção a baixos níveis ê funda

mental para a prevenção da rejeição. 

c. Efeito da GAT na anãlise fenotípica das células linfÕides 

Nas considerações acima referidas evidenciãmos os efeitos drâs

ticos da GAT na redução dos linfócitos Te também no aumento relativo 

das outras subpopulações. Com vista ã obtenção de uma correcta inter

pretação dos nossos resultados, decidimos investigar a capacidade da 

GAT inibir e/ou aumentar a formação de rosetas nos testes RRAD, RRAdD 

e EA. Na verdade, quer a inibição quer a incrementação das reacções 

de roseta causada pela presença da GAT na superfície dos linfócitos 

poderia eventualmente pôr em causa as interpretações dos estudos an-
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teriores pois que alterações observadas nao seriam mais do que o sim

ples reflexo de um artefacto. 

Tanto os linfÕcitos sanguíneos (Fig. 3.20) como as células da 

medula ossea (Fig. 3.21) incubadas com GAT (0,5-25 µg/ml) durante 90 

minutos (Fig. 3.20-a e Fig. 3.21-a) ou durante toda a noite (Fig. 3.20-

-b e Fig. 3.21-b) ficaram quase totalmente (>94%) recobertos por GAT. 

- - - - + + Nao observamos alteraçoes nas celulas YTH 12.5 nem nas IgSm da me-

dula ossea (Fig. 3.21). 

Nos linfõcitos sanguíneos totalmente recobertos por GAT detectã 

mos uma redução muito significativa das célu las T (mas nao das células 

B, Ia+ ou RFc +) quando doses de 2,5 µg/ml ou superiores de GAT eram y 

adicionadas ao meio (Fig. 3.20) . Estes resultados indicam que so hã 

inibição da reacçao do AcMc YTH 12.5 com o antigénio T quando elevadas 

concentrações de GAT são adicionadas ao meio de cultura. 

Na situação in vivo , os doentes receptores de enxerto cardíaco 

receberam menos de 15 mg/Kg de GAT, parte da qual é metabolizada ele 

vada para o sistema reticulo-endotelial responsãvel pela fagocitose e 

digestão de antigénios (Howard e col ., 1968; Abdou e col., 1980). Pa

rece-nos pois razoãvel admitir que a quantidade de GAT ligada aos lin 

fÕcitos dos doentes receptores de enxerto cardíaco é demasiado baixa 

para causar inibição da reacção de roseta para detecção do antigénio 

YTH 12.5, marcador de células T. Assim, assumimos que as considerações 

acima referidas são correctas. 

Este estudo sugere ainda que a globulina anti-timócito (GAT) 

nao e específica para linfõcitos T pois que reagiu não sõ com todos 

os linfõcitos sanguíneos como tambêm com as células tão heterogéneas 

como ,sao as da medula õssea. Além disso este trabalho indica que os 
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determinantes antigénicos da GAT (i) estavam expressos em todos os lin 

fÕcitos e células da medula óssea, (ii) não estavam relacionados com 

a IgSm, o antigénio Ia ou com o receptor Fc e (iii) que poderiam es
Y 

tar associados ao antigénio YTH 12.5 (marcador de células T). 

Para Parsa e col. (1979) o antigénio da GAT e os receptores pa

ra eritrõcitos de carneiro (convencional marcador de células T) não são 

idênticos. Os nossos resultados mostraram também que o antigénio YTH 

12.5 (nosso marcador de células T), que é independente do receptor p~ 

ra eritrõcitos (vêr alínea A.2 deste capitulo), estava associado aos 

antigénios da GAT. 

d. Estimulação de linfócitos com GAT in vitro 

Em ambas as culturas celulares estimuladas por GAT (Fig. 3.22-a) 

* ou por PHA (Fig. 3.22-b) os linfÕcitos T sofreram activação uma vez 

que detectãmos o desenvolvimento de células Tia+ (Fu e col., 1978; 

Evans e col., 1978; Ko e col ., 1979) no dia 7 ou 10 de cultura, com 

GAT ou com PHA, respectivamente. Contrariamente aos observado na cultu 

ra com PHA, não observamos proliferação celular na cultura com GAT, de 

acordo com a determinação da incorporação de timidina tritiada no DNA 

celular (Fig. 3.22). 

O facto de a GAT ter activado os linfÕcitos T mas não ter indu

zido a sua proliferação, mereceu-nos a maior atenção, e assim decidimos 

analisar em pormenor as alterações celulares na cultur~ com GAT. Consi 

derãmos que as elevadas concentrações de GAT utilizadas na cultura de

vem ter afectado a detecção de linfÕcitos T (YTH 12.5+) no dia 4, pro-

*PHA - fitohemaglutinina, geralmente utilizada para estimulação 

in vitro de linfÕcitos T. 
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vavelmente devido ã elevada densidade de moléculas de GAT ligadas ao 

respectivo antigénio da membrana linfocitãria, e deste modo, mascaran

do o antigénio YTH 12.5 (vêr alínea anterior). Com a renovação do meio 

de cultura no dia 7, a GAT livre em solução, foi removida e os linfóci 

tos ao libertarem para o novo meio (contendo interleuquina 2, mas livre 

de GAT) moléculas de GAT permitiram a exposição do antigénio YTH 12.5+ 

e deste modo facilitaram a detecção das células T, agora desmascaradas. 

A ausência de proliferação celular pode ter sido devida a supre~ 

são da actividade mitótica causada pela forte ligação da GAT ã membrana 

do linfócito durante os primeiros 7 dias de cultura. Pensamos que tal 

fenómeno de supressão mitõtica seja dependente da dose de GAT aplicada 

pelo que entendemos que deverão ser realizados estudos ulteriores, es

clarecedores de tal fenómeno, logo que as condições técnico-laboratori

ais no-lo permitam . 

3. Terapia por ciclosporina A (Cs-A} 

As notãveis propriedades da ciclosporina A {Cs-A) foram inicial

mente descritas por Borel e col. em 1976. Alem da observação de que a 

Cs-A induz tolerância ao enxerto numa grande variedade de animais de 

estudo (Bordes-Aznar & Tilney, 1982; Borel & Lafferty, 1983), verifi

cou-se que esta droga afecta ambas as respostas imunolÕgicas, celular e 

humoral (Borel e col., 1976; Kunkl & Klaus, 1980; Pereira e col., 1983), 

manifestando-se essencialmente ao nível celular (Borel e col., 1976; 

Homan e col., 1979; Borel & Lafferty, 1983). 

A ciclosporina A actua preferencialmente nos linfõcitos T, de 

modo especial durante estimulação mitogenica das células imunocompeten 

tes (White e col., 1979; Wiesinger & Borel, 1980), e inibe a activida-

de das células NK ("Natural Killer cells")(Borel e col. ,1976;Introna e col., 
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1981). A Cs-A também inibe a resposta proliferativa das células Ta alo

-antigénios e lectinas mitogénicas em testes in vitro, provavelmente d~ 

vido ã sua fixação aos receptores para concanavalina A, fitohemaglutinj_ 

na e antigénios HLA-DR (Leoni e col., 1978; White e col., 1979; Palacios 

& Moller, 1981; Palacios, 1982-a). Alguns investigadores sugeriram ain

da que a administração de Cs-A pode causar degenerescência dos clones T 

sensíveis ao antigénio. 

Este agente imunodepressor interfere em determinados estudos da 

reacção de rejeição do enxerto, afectando a proliferação das células 

linfÕides. Assim, a Cs-A inibe a libertação da linfoquina derivada de 

macrôfago (interleuquina 1 ou IL-1) e a derivada de células T auxilia

res (IL-2) (Bunjes e col., 1981; Andrus & Lafferty, 1982). Os macrõfa

gos Ia+ activados por antigé,iio libertam IL-1, que por sua vez vai acti 

var os linfÕcitos T auxiliares que passam a elaborar IL-2 (Watson,1981). 

A interleuquina 2 promove a proliferação celular dos linfÕcitos sensi

bilizados assim como a libertação de interferão, cuja produção é tam

bém afectada pela Cs-A (Kalman & Klimpel, 1983). Este efeito parece e~ 

tar associado ã inibição induzida pela Cs-A na actividade das células 

NK (Introna e col., 1981). 

Embora a Cs-A impeça a diferenciação das células percursoras dos 

linfõcitos T citotõxicos (Tcp) em linfõcitos T citotõxicos maduros (CTL, 

do inglês "Cytotoxic T Lymphocytes") (Bunjes e col., 1981; Andrus & 

Lafferty, 1982; Morris e ~ol., 1983), aquela droga não afecta nem ore 

conhecimento da IL-2 pelas células Tcp nem reduz a actividade citotõxi 

ca das células CTL previamente geradas (Burckhardt & Guggenheim, 1979; 

Morris, 1981). Estas informações permitem pois admitir que a Cs-A actua 

nos fenõmenos iniciais da transformação das células T; uma vez activa

das, a proliferação das células T sensíveis ã IL-2 é unicamente depen-
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dente da existência de IL-2 (Britton & Palacios, 1982). 

Pelo contrãrio, as células T supressoras são activadas na prese~ 

ça de Cs-A e até parece adquirirem a capacidade de responderem a estas 

interleuquinas (Routhier e col., 1980; Hess & Tutschka, 1980; Hess e col., 

1982). Deste modo, a aceitação a longo prazo do enxerto e devida não so 

ã supressão da secreção de IL-2, mas também ã excepcional eficiência das 

células T supressoras que devem desempenhar um papel primordial na sobre 

vivência do enxerto (Kupiec-Weglinski e col ., 1984). 

a. Efeito da Cs-A e da predenisolona na redistribuição das sub
populações linfocitãrias 

Os linfÕcitos incubados com Cs -A a concentrações imunossupresso

ras (<50 ng/ml) deixam de ligar o AcMc OKT3 (feito em ratinho), de acor

do com a detecção com anticorpo fluorescente contra anticorpo de ratinho 

(Kung e col ., 1979) e apresentam também um decréscimo significativo da 

citÕlise exercida pelo AcMc OKT3 e complemento (Palacios, 1982-b). De~ 

te modo, tem sido proposto que a Cs-A ocupe o mesmo receptor ou um muj_ 

to prõximo do do AcMc OKT3, nos linfÕcitos T (Britton & Palacios, 1982). 

Receptores estes que coincidem com a estrutura dos linfÕcitos T respon

sãvel pelo reconhecimento do antigénio (Chang e col., 1981) . 

Os doentes receptores de transplante cardiaco, imunodeprimidos 

com Cs-A e predenisolona apresentaram uma redução acentuada das cél ulas 

T (YTH 12.5+), enquanto que o ligeiro aumento das célu las B (IgSm+), 

Ia+ (YCL 6.8+) e Tia+ (YTH 12.5+ - YCL 6.8+) não era estatisticamente si 

gnificativo (Fig. 3.25). Ambos os AcMc YTH 12.5 e OKT3 reconhecem o mes 

mo determinante antigénico, ou se diferentes, eles estão intimamente 

associados (Cobbold & Waldmann, 1984). Assim, o decréscimo de células T 

observado nos doentes sob tratamento por Cs-A pode ser devido ã inibi-
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çao causada pela presença de Cs-A na membrana dos linfócitos e deste 

modo interferir com o antigénio YTH 12.5 (ou OKT3). Contudo, recente

mente Morris (1983) não observou variações na população de células 

OKT3+ em doentes receptores de enxerto renal e imunodeprimidos com 

Cs-A. Considerando esta situação in vivo correcta, então o signific~ 

tivo decréscimo de células T que observãmos nos doentes receptores de 

enxerto cardiaco era provavelmente devido ã acção da predenisolona 

(vêr alinea 8.1.b . deste Capitulo). 

Nem os linfócitos T auxiliares (OKT4+) nem os T supressores 

(OKT8+) são bloqueados pela presença de Cs-A em cultura celular (Kung 

e col., 1979). Por outro lado, também não hã variação das proporçoes 

- + + das subpopulaçoes OKT4 e OKT8 nos doentes receptores de enxerto re 

nal, sob tratamento imunodepressor com Cs-A, embora a concentração 

das células T auxiliares sofra redução (Morris, 1983). 

b. Activação dos linfócitos durante infecção por Herpesvirus 

Os virus herpes simples (H.S.), herpes zoster, Epstein-Barr 

(VEB) e citomegalovirus (CMV) constituem um grupo de vírus (Dulbecco 

& Grisberg, 1973) que infectam muitas espécies animais e que possuem 

muitas propriedades em comum. Todos possuem um envõlucro de estrutu

ra icosaédrica, os viriões contêm DNA de cadeia dupla, conduzem a 

uma citopatologia focalizada, e podem instalar-se de forma vitalícia 

no hospedeiro apôs infecção primãria. 

Doentes que desenvolvam mononucleose por infecção de CMV ou de 

VEB, tanto espontaneamente (geralmente por transmissão por contacto) 

como por sucessivas transfusões sanguíneas, apresentam durante a in

fecção aguda um decréscimo de células T auxiliares (OKT4+) e um aume.!!_ 
+ to proporcional de células T supressoras (OKT8) (quer em termos rela 
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tivos quer em valores absolutos), levando a uma inversão da razao nor

mal entre linfÕcitos auxiliares e supressores (Reinherz e col., 1980-a; 

Carney e col ., 1981; 1983). Tambêm Schroff e col. (1982) observaram um 

declínio sequencial da razão entre cêlulas T auxiliares e supressoras 

(Leu 3+/Leu 2+) em doentes receptores de medula õssea, com infecção de 

CMV. 

Tal como por exemplo Alberchtsen (1977), Fu e col. (1978),Yu e 

- - + col. (1980), Schuurman e col. (1980) tambem nos detectamos que 4,12-

±2,36% (Quadro V) dos linfÕcitos em repouso de indivíduos normais ex

pressavam o antigênio Ia (subpopulação Tia+). A estimulação in vitro 

de linfÕcitos normais com cêlulas autõlogas transformadas por VEB re

sultou numa activação de linfõcitos T; isto ê, observãmos um aumento 

de cêlulas Tla+ que atingiu 61 % da população total, ro 109 dia de cul 

tura (Fig. 3.24-a). Esta activação celular induzida por antigênios c~ 

dificados pelo VEB foi semelhante ã observada na estimulação linfoci

tãria por alo-antigênios, na cultura mista de linfõcitos (Fig. 3.24-

-b). Detectãmos tambêm um idêntico aumento de cêlulas Tia+ nos doen

tes receptores de enxerto cardíaco, imunodeprimidos por Cs-Ae que d~ 

senvolviam infecção primãria de CMV (Figs. 3.26 e 3.27) ou reactiva

ção de herpes simples (Fig. 3.30). 

Saliente-se o facto de que estes doentes imun.odeprimidos de

senvolveram, durante infecção de herpesvírus, cêlulas T activadas que 

atingiram proporções tão ou mais elevadas (50 100% de cêlulas Tla+) 

que as observadas durante infecção aguda de VEB em doentes não irrruno

deprimidos (62 - 82%, Tatsumi e col ., 1980; 32 - 70%, Pizzolo e col., 

1981). Embora as proporções fossem tão elevadas como as dos indiví

duos não imunodeprimidos, os transplantados cardíacos, tinham um ní

vel de linfõcitos circulantes muito mais baixo (0,1 - 0,6xl06/ml de 
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sangue, comparado com 0,8 - l,2xl06/ml em indivíduos normais). 

Se bem que o duplo tratamento imunodepressor de Cs-A e predeni

solona causaram uma redução do numero de linfócitos circulantes (prin

cipalmente de células T), estes resultados sugerem que os linfócitos 

remanescentes mantiveram a capacidade de superar as infecções de he!_ 

pesvirus quer pela produção de anticorpos séricos contra antigénios de 

CMV, VEB ou H.S. (Figs. 3.26-a a 3.30-a) quer pela activação de células 

T (Fig. 3.26-b a 3.30-b). 

As células Tia+ desenvolvidas durante mononucleose infecciosa 

em doentes imunodeprimidos, receptores de enxerto renal, têm sido atrj_ 

buidas ã subpopulação de células T supressoras (OKT8+) (Crawford e col ., 

1981-a; 1981-b) tendo também sido sugerido por Carney e col. (1983) que 

tais células são especificas e exclusivas para antigénios relacionados 

com herpesvirus, pois que são incapazes de responder a outra qualquer 

estimulação antigénica ou mitogénica. 

Os doentes que estudâmos estavam sob tratamento imunodepressor 

de Cs-A e predenisolona, terapia esta que parece facilitar o desenvol

vimento de infecções por herpesvirus (Preiksaitis e col., 1983). Na 

verdade a transformação in vitro por VEB de células B de indivíduos nor 

mais seropositivos para VEB e controlada por linfócitos T pois que a 

proliferação de células B transformadas so ocorre se as células T fo

rem removidas da cultura ou inactivadas pela adição de Cs-A ao meio 

de cultura (Bird e col., 1981). Por outras palavras, as células T de 

memória provenientes de dadores seropositivos para VEB presentes na 

cultura celular são capazes de montar uma resposta citotóxica especi. 

fica dirigida contra os focos proliferativos de células autólogas i_!! 

fectadas por VEB, causando a sua regressão (Mosse col ., 1978; Rickin 

200 



son e col., 1979). 

Crawford e col. (1981-b) referem ainda que dois dos sete doentes 

receptores de enxerto renal tratados com Cs-A desenvolveram espontanea

mente linhas celulares transformadas por VEB e os linfócitos de todos 

os sete doentes foram incapazes de provocar a regressão dos focos pr~ 

liferativos. 

Estes estudos i n vi tro e i n vivo indicam que a Cs -A desempenha um 

papel inibitõrio da actividade dos linfócitos T responsáveis pela preve~ 

ção da proliferação das células B transformadas. Deste modo é razoável 

supormos que a administração por longos períodos de tempo de Cs-A possa 

vir a ocasionar uma elevada incidência de infecção por VEB (geralmente 

reactivação uma vez que a infecção primária ocorre durante a infância, 

na maioria dos individuos; Miller, 1975) seguida de linfoma (Green,1982). 

No entanto, não hã ainda dados na literatura reveladores de que se de

senvolvam linfomas em doentes receptores de transplantes e imunodeprimi 

dos por Cs -A. 

Em conclusão , podemos afirmar que os nossos resultados se encon

tram em aparente contradição com a infonnação adquirida in vitro sobre 

o efeito imunodepressor da Cs -A nos linfócitos T, uma vez que os doen

tes receptores de enxerto cardíaco, sob tratamento de Cs-A (200 - 500 

ng/ml/dia) desenvolveram activação de linfócitos T (aumento percentual 

de células Tia+) que estava relacionada quer com a infecção primaria 

(demonstrada pelo aumento de IgM anti-viral) quer com a reactivação 

(aumento sõ de IgG anti-viral de herpesvirus). Este estudo indi ca pois 

que a administração de Cs-A não causou a imunossupressão dos linfõci

tos T, pois sofreram activação, nem dos linfÕcitos B, pois produziram 

os anticorpos contra os herpesvírus. 
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Os resultados de Baldwin e col. (1982) estão de acordo com os 

nossos, uma vez que também detectaram elevação dos níveis de IgM e de 

imunocomplexos de IgM durante a infecção primãria por CMV, em trans

plantados renais. Em transplantados cardíacos descrevemos também 

(O'Toole e col ., 1984) o desenvolvimento de resposta primãria e secun 

dâria contra a infecção por herpesvírus. 

A administração intravenosa de metilpredenisolona causou uma 

temporãria e aparente depressão selectiva dos níveis de células Tia+ 

detectãveis, sem haver decréscimo dos níveis de anticorpos contra her 

pesvírus (Fig. 3.26). As transfusões sanguíneas produziram efeitos 

idênticos (Fig. 3.26 - 3.30}, e pensamos dever ter-se sempre em consi 

deração tais efeitos quando se estudam as subpopulações de linfõcitos. 

O efeito supressor (em vez de estimulador) da transfusão sanguínea nas 

- + - - -celulas Tia sugere que estes doentes tem uma resposta alterada as ce 

lulas alogeneicas. 

O aumento de células Tia+ no sangue não se relaciona com are

jeição do enxerto (O'Toole e col ., 1985), mas a sua detecção constitui 

um bom indicador antecipado da infecção viral. 

C. NOTAS FINAIS 

1. Alterações fenotípicas dos linfõcitos 

O elevado potencial que os linfÕcitos possuem para alterar o 

seu fenõtipo é bem demonstrado na sequência de estados da maturação 

dos linfõcitos Te B. 

A maturação dos linfÕcitos T, processada no timo, envolve al

terações sequenciais dos antigénios expressos na membrana celular, 

identificados pelo anticorpos monoclonais OKT (Reinherz & Schlossman, 
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1980; 1981) tendo sido definidos três estados principais na diferencia 

ção celular. Alguns destes antigénios perdem-se quando o linfócito T ma 

duro deixa o timo e entra na circul ação (vêr Fig. 1.2). 

Os linfócitos B apresentam também três estados principais de ma 

turação, maturação esta que ocorre no fígado fetal ou na medula ossea 

do adulto. Tais estados têm sido caracterizados em função da imunoglo

bulina expressa na membrana celular do linfõcito. Assim, no seu estado 

primãrio, a célula pré- B sintetiza mas não expressa IgSm. Posteriorme.!!_ 

te apresenta IgSm Me finalmente no estado maduro os linfócitos B ex

pressam IgO, IgG e/ou IgA. A IgSm O é perdida quando os linfõcitos B 

se transformam em células da memóri a ou em células plasmãticas secre 

toras de anticorpos de classe IgM, IgG ou IgA (vêr Fig. 1.1). 

O ultimo estado de maturação dos linfócitos é a activação celu 

lar que ocorre acompanhada de alterações fenotípicas: os linfócitos T 

adquirem antigénios Ia, indicando a sua activação (Figs. 3.22, 3.24, 

3.26 - 3.30), e os linfÕcitos B transformam-se em células plasmãticas, 

secretoras de uma sõ classe de imunoglobulina, perdendo a IgSm que as 

revestia (Wilson e col . , 1973). 

A heterogeneidade dos linfócitos circulantes foi clarificada no 

presente estudo. Oemonstrãmos que populações linfocitãrias perfeitame.!!_ 

te distintas, fixas e imutãveis não existem no sangue humano; pelo con 

trãrio, os linfócitos expressam vãrias combinações de receptores e an

tigénios {Figs . 3.3, 3.5, 3.6 e 4.1). Alguns destes receptores e anti

génios podem aumentar ou reduzir a sua representatividade na população 

linfocitãria, de acordo com a sua situação: (i) estado de activação em 

resposta a agentes mitogénicos (Fig. 3.22), alo-antigénicos (Fig. 3.24-

-b) e virais (Figs. 3. 24-a, 3.26 - 3.30); (ii) sob acção imunodepresso

ra (figs. 3.11 - 3.19) . 
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2. Marcadores de membrana e função dos linfÕcitos 

A relação entre marcadores de membrana e a função dos linfÕci

tos estã ainda por esclarecer. Muitas são as funções dos linfÕcitos 

que têm sido exaustivamente estudadas: (i) respostas proliferativas a 

antigénios solúveis (ex. PPD), a antigénios de membrana (ex. alo-antj_ 

génios e antigénios virais) e a mitogénios (ex . PHA); (ii) respostas 

citotóxiaas , como a linfÕlise mediada por célula (actividade de célu

las K e NK); (iii) produção de mediadores como a interleuquina 2 (an

terionnente designada por TCGF) e interferão; (iv) funções regulado

ras (auxiliar/citotõxica) nas interacções celulares do tipo T-T, T-B 

e T-macrõfago. 

Das funções acima referidas apenas as actividades auxiliar e 

supressora dos linfócitos T têm sido relacionadas com marcadores de 

membrana: (i) a função auxiliar relaciona-se com as célu las possuid~ 

ras do antigénio OKT4 e receptor TFcµ ~Reinherz e col., 1979-b; Mo

retta e col., 1977; 1979-a ); ( ii) e a função supressora com as célu

las expressaras do antigénio OKT5 e receptor TFc (Reinherz e col ., 
y 

1980-b ; Moretta e col ., 1977; 1979-b). Contudo, as subpopulações de-

finidas por antigenioq e receptores (OKT4+ - TFcµ ou OKT5 - TFey) 

apresentam pouca correlação (Reinherz e col . , 1980-b) indicando que 

estes antigénios e receptores definem subpopulações ligeiramente di

ferentes. 

Mais recentemente Reinherz e col. (1983) constru iram um modelo 

no qual os antigénios T3 (marcador de todas as células T), T4 (marca

dor das células T auxiliares) e T8 (marcador das células T supresso

ras) constituem as estruturas necessãrias para o reconhecimento da 

célula alvo: (i) o antigénio T3 em associação com uma glicoproteina 
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Tin (restrita a clones individuais de células T) fonnam a estrutura 

responsãvel pela ligação ao antigénio especifico: (i) o antigénio T4 

liga-se a região monomõrfica das moléculas de classe Ido sistema HLA; 

(iii) e o antigénio T8 faz ligação ã região monomõrfica das moléculas 

de classe II. 

A definição de subpopulações linfocitãrias através de marcado

res de membrana tem algumas limitações pois apenas uma parte das cél~ 

las que expressa um detenninado marcador pode ser responsãvel pela fu.!:!_ 

çao que frequentemente (e incorrectamente!) é atribuída ã fracção to

tal de células; assim, as funções celulares devem ser apenas vãlidas 

para a subpopulação considerada como um todo, e não para células isola 

das (Corte e col., 1982). O mesmo é dizer que na heterogeneidade de cê 

lulas circulantes, a função de células individuais não pode ser simple~ 

mente extrapolada para a presença de um determinado marcador. 

Um método para estabelecer uma correlação precisa entre marca

dor(es) celular(es) e função(ões) e a clonagem. t possível obter-se 

expansão clonal a partir de um sõ linfócito (Meuer e col., 1983; Mo

retta e col., 1983-b) e nessa população homogénea pode analizar-se o 

seu fenõtipo e relacionã-lo com a sua actividade funcional. A utiliza

çao de clones bem caracterizados em diversas combinações parece-nos ser 

um método promissor para o estudo da correlação entre as característi

cas funcionais e fenotipicas das subpopulações linfocitãrias. 

3. Oiagnõstico de infecções virais pelo aumento da subpo-
- + pulaçao Tia 

Não é ainda sabido se a distribuição relativa das diversas sub

populações linfocitãrias ou se as suas funções no sangue periférico r~ 

flectem as existentes nos Õrgãos linfÕides. Também pouco é conhecido 
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sobre o efeito de agentes imunodepressores nos órgãos linfóides. Embo

ra muito se possa aprender de estudos realizados em animais roedores, 

tal informação não poderâ ser transferida sem sentido critico para a 

situação humana. 

Tendo em conta que a amostra sanguinea ê geralmente a unica fon 

te disponivel de material de estudo, a questão que se nos coloca ê se 

as alterações das proporções ou as funções dos linfócitos do sangue P! 

riférico serão (ou não) de valor diagnóstico, terapêutico e prognósti

co no decurso dos diferentes estados da doença. 

Infecções por citomegalovirus (CMV) ou por virus Epstein-Barr 

(VEB) causam aumentos, em termos proporcionais e absolutos, de células 

Tla+ no sangue de individuos não imunodeprimidos (Reinher z e col., 

1980-a; Tatsumi e col., 1980; Crawford e col ., 1981-a; Carney e col. , 

1983). Nós acabâmos de demonstrar neste trabalho que em doentes imuno 

deprimidos a infecção por CMV ou VEB causou também aumento, tanto ou 

mais elevado, das células Tla+ no sangue periférico, picos estes que 

não estavam de modo algum relacionados com a rejeição do enxerto. De~ 

ta forma parece-nos que a estimativa de células Tla+ representa um me 

todo util para o diagnóstico de infecções por herpesvirus. 
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RESUMO 

Existe actualmente grande indefinição e controvérsia relativa

mente ã demarcação de populações linfocitârias do sangue periferico h.!:!_ 

mano que resultam fundamentalmente de pequenas divergências de protocE_ 

los utilizados em diferentes laboratõrios. Foi dentro deste âmbito que 

desenvolvemos estudos com vista ã identificação e determinação do grau 

de intercepção das diferentes populações linfocitãrias. 

Para tal empregãmos técnicas comulTITiente utilizadas - testes de 

marcação simples e de Destituição Celular (DC) - e uma tecnica por nos 

previamente desenvolvida (Carvalho, 1983) de marcação dupla - Reacção 

de Roseta Mista (RRM). 

Para identificação de (i) linfõcitos B, (ii) linfÕcitos T, (iii) 

linfõcitos possuidores do antigenio Ia (celul as Ia+) e (iv) linfõcitos 

apresentando a cadeia leve K da imunoglobulina (celulas ck+) usãmos 

testes de Reacção de Roseta Antiglobulina (ou anti-determinante) Di

recta - RRAD ou RRAdD - utilizando, respectivamente, (i) imunoglobuli

na anti-Fab humana, (ii) anticorpo monoclonal (AcMc) contra detenninan

te antigenico presente em linfÕcitos T humanos, (iii) AcMc contra oª.!! 

tigenio Ia humano e (iv) AcMc contra a cadeia leve K humana. Os linfõ

citos possuidores de receptores para a porçao Fc da IgG foram detecta

dos pela reacção de roseta EA, usando eritrõcitos de Boi sensibilizados 

com anticorpo especifico, IgG purificada. 

Os testes simples indicaram que da população total de linfÕcitos 

sanguíneos, 7s,1±s,3% (media± DPM) (n=76) eram células T; 19,4±6,4% 

(n=97) eram células B; 13,8±6,1% (n=21) expressavam a cadeia K; 15,61 

±7,6% (n=66) possuíam o antigênio Ia; e 22,6±3,3% {n=21) expressavam 
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receptores para Fc. y 

Dos testes de marcação dupla pudemos concluir que não existe 

uma separação perfeita entre linfócitos B e linfócitos T, pois obser

vãmos que da totalidade de linfõcitos sanguíneos 5,0±3,7% (por DC) ou 

3,9±2,7% (por RRM) possuiam ambos os marcadores de linfÕcitos B e de 

T. 

Verificãmos também que da totalidade de linfócitos B do sangue 

periférico, (i) 32,76±22,99% (por DC) ou 22,58±18,26% (por RRM) pos

suiam o antigénio dos linfõcitos T; (ii) 65,96±6,40% (por RRM) eram 

portadores da cadeia leve K; (iii) 42,27±27,11 % (por DC) ou 61 ,30± 

±24,30% (por RRM) possuiam o antigénio la; e (iv) 74,33±13,00% (por 

RRM) apresentavam receptores para a porçao Fc da IgG. 

Do mesmo modo, da totalidade de linfócitos T registãmos que 

(i) 6,26±4,42% (por DC) ou 5,28±3,58% (por RRM) possuiam Ig de supe_!::. 

fície; (ii) 2,73±2,08% (por RRM) apresentavam a cadeia K; (iii) 4,12± 

2,36% (por RRM) expressavam o antigênio Ia; e (i v) 6,10±3,09% (por 

RRM ) possuiam receptores Fc. y 

Com base nos valores obtidos construímos um mode lo bidimensio

nal que permite visualizar a interrelação das diversas subpopulações 

linfocitãrias, facilitando assim a interpretação e discussão dos re

sultados. 

Observãmos alterações nas proporçoes das subpopulações de lin

fócitos humanos em culturas in vitro apôs estimulação mitogênica {fi

tohemaglutinina, PHA), alogênica (cultura mista de linfócitos, MLC) 

ou viral (M LC com linfõcitos autõlogos transformados por vírus Epstein

-Barr). O aumento de cêlulas Ia+ foi apreciãvel (de <20% atingiram 40-

-60% da totalidade de linfõcitos) e resultou da notãvel elevação da 

208 



proporção de linfÕcitos T que adquiriram o antigênio Ia (de <5% atingj_ 

ram 50-60% dos linfócitos T). 

Alterações das subpopulações linfocitãrias em doentes recepto

res enxerto cardiaco, mantidos sob tratamento imunodepressor, constituiu 

objecto de estudo pormenorizado. Em doentes que haviam sidosubmetidos a 

transplantação hã mais de um ano e que recebiam tratamento diãrio de 

predenisona e azatioprina, observãmos um decrêscimo acentuado do nume

ro de linfõcitos constituintes de cada subpopulação linfocitária tendo 

sido a população de cêlulas Ta mais afectada, apresentando uma redução 

de 90,72% relativamente ao controlo normal. Em termos de valores perceI!_ 

tuais a população T sofreu uma redução significativa (56,66±13,02%) em 

relação ao controlo normal (75,11±5,29%). Pelo contrário, as cêlulas 

Tia+ apresentavam-se significativamente mais elevadas (9,16±8,62%) do 

que em indivíduos normais (3,40±2,20%). 

A administração de globulina anti-timõcito (GAT) aos doentes d~ 

rante os 10 dias imediatamente apôs a operação de transplantação, cau

sou um decrêscimo ainda mais acentuado do numero de cêlulas constituin

tes das diversas subpopulações linfocitãrias. Foi tambêm a população T 

a que sofreu redução mais acentuada em termos percentuais, enquanto que 

- + + -as subpopulaçoes Tia e TFc aumentaram a sua proporçao. y 

Em doentes imunodeprimidos com ciclosporina A e predenisona ob

servãmos no periodo de dois a cinco meses apôs transplantação cardiaca 

o surgimento de infecções por herpesvirus . Durante a infecção observá

mos uma redução de linfÕcitos Te um proporcional aumento de linfÕcitos 

B; os elevados niveis de cêlulas Tia+ encontrados foi devido ã elevação 

da proporção de linfÕcitos Ta expressarem o antigênio Ia. Os picos de 

cêlulas Tia+ relacionavam-se com a infecção primária por citomegalovi-
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rus ou com a reactivação por vírus Epstein-Barr ou por vírus do herpes 

simples; aqueles picos formaram-se antes da produção mãxima de IgM e 

IgG anti-viral e sofreram regressão com a administração intravenosa de 

metilpredenisolona ou transfusão sanguínea. Pelo contrãrio, a produção 

de anticorpos não foi sensível a tais tratamentos. Não encontrãmos cor 

relação entre o desenvolvimento de cêlulas Tla+ e a rejeição de enxer

to. Estes resultados indicam que o tratamento imunodepressor adminis

trado aos doentes receptores de enxerto cardíaco não impede o desenvol 

vimento de mecanismos celulares e humorais capazes de superar as infec 

çoes por herpesvírus. 

Do presente estudo podemos concluir que as populações linfocitl 

ri as humanas não formam compartimentos perfeitamente estanques, e que 

o aumento ou redução da expressao de receptores ~/ou antigênios, como 

resultado da resposta imunolôgica dos linfôcitos, evidencia a natureza 

dinâmica e mutãvel das populações linfocitãrias. 
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S U M M A R Y 

There is some controversy concerning the specificity of mem

brane markers identifying lymphocyte subpopulations in human periph~ 
ral blood. In this work, lymphocyte subpopulations and the level of over 
lap in their markers was studed by single marker tests,Cell Deple
tion (CD) and by double marker assays. Mixed Rosetting Reactions (MRR), 
were done as described earlier ina M.Sc. thesis (Carvalho, 1983). The
se analyses were done on healthy and immunosuppressed heart transplant 
recipients. 

Direct antiglobulin (or antideterminant) rosetting reactions 
were used to identify ( i) B lymphocytes, (ii) T lymphocytes, (iii) 
lymphocytes exhibiting Ia antigens (Ia+ cells) and (iv) lymphocytes 
expressing the K chain of immunoglobulin (Ck+ cells) using, respecti
vely, (i) a sheep IgG anti-human Fab irrmunoglobulin, (ii) a rat mono
clonal antibody (McAb) to a human T cell antigen, (iii) a rat McAb to 
the mor.omorphic portion of human Ia antigen, and (iv) a mouse McAb to 
human K light chain of immunoglobulin. Lymphocytes exhibiting receptors 
for the Fe portion of IgG were detected by EA rosetting reaction, using 
ox erythrocytes sensitized with lgG purified specific antibody. 

Of the total blood lymphocyte population, single marker tests 
showed that 75.1±5.3% (n=76) were T cel ls, 19.4±6.4% (n=97) were B 
cells, 13.8±6 .1 % (n=21) expressed the K chain molecule, 15.6±7.6% (n=66) 
exhibited the Ia antigen, and 22.6±3.3% (n=21) expressed Fe receptors. 

y 

Double tests indicated that Band T lymphocytes did not form 
absolute ly distinct lymphocyte populations since 5.0±3.7% (by CD) or 
3.9!2.7% (by MRR) of total lymphocytes expressed both surface lg and 

the T marker . 

Of the total peripheral blood B lymphocytes , (i) 32.76±22.99% 
(by CD) or 22.58±18.26% (by MRR) exhibited the T antigen, (ii) 65.96± 
±6.40% (by MRR) expressed the K light chain, (iii) 42.27±27.11% (by CD) 
or 61.30±24.30% (by MRR) expressed the Ia antigen, and (iv) 74_33±13.00% 

(by MRR) exhibited Fe receptors. y 

Similarly, of the total T lymphocytes , (i) 6.26±4.42% (by CD) 
or 5.28±3.58% (by MRR) showed surface Ig, (ii) 2.73±2.08% (by MRR) ex-
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pressed the K light chain, (iii) 4.12±2.36% (by MRR) exhibited the Ia 
+ antigen, and (iv) 6.10-3.09% (by MRR) showed receptors for the Fe 

y 
portion of IgG. 

Based on the degree of overlap between each pair of lymphocyte 
populations I drew a two-dimensional model which permits to visualize 
the interrelationship of the various lymphocyte populations. 

Alterations of the proportions of lymphocytes expressing Ia an
tigen were observed in in vitro cultures following mitogenic (phyto
haemagglutinin, PHA), allogeneic (mixed lymphocyte culture, MLC) or v_j_ 
ral (MLC with Epstein-Barr virus transformed autologous lymphocytes) 
stimulations. Significant increases in Ia+ cells (from 20% up to 40-60% 
of total lymphocytes) were observed and resulted from an increase of 
the proportion of T cells that acquired the Ia antigen (from 5% up to 
50-60% of T lymphocytes). 

Alterations of lymphocyte subpopulations of heart transplant re
cipients, maintained under immunosuppressive therapy, was studied in 
detail. Patients who received a graft one year or more before and were 
receiving a daily treatment of prednisolone and azathioprine showed a 
drastic decrease of all lymphocyte subpopulations in whi ch the T cell 

was the most affected one, exhibiting a decrease of 90.72% in absolute 
numbers. In percentage, T cells showed a significant reduction (56.66~ 
±13.02% as compared with 75.11±5.29% in normals). In contrast, Tia+ 
cells were significantly higher (9.16±8.62%) than in normal persons 

+ (3.40-2.20%). 

Antithymocyte globulin (ATG) administration during the first 10 
days following the transplantation caused an even more profound de
crease, in absolute numbers, of all lymphocyte subpopulations. The pr£ 
portion of the T cell population was very reduced whereas both Tia+ 
and TFc marked cells increased their proportions: from about 4% to 

y 
50% and from about 6% to 60%, respectively. 

In patients immunosuppressed with cyclosporin A and prednisone 
I observed, in the period from two to five months post-transplantation, 
infections with herpesviruses. During infections (particularly by cy
tomegalovirus, CMV) there was a lower percentage of T cells with pro
portional increase in B cells: the high levels of Ia+ cells was mainly 
due to the expression of Ia antigens on T lymphocytes. Peaks of Tia+ 
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cells were associated with primary CMV infection and reactivation of 
Epstein-Barr virus. Activated Tia+ cells appeared before the maximal 
IgM and IgG anti-viral titres. Intravenous methylprednisolone and 
blood transfusions selectively reduced Tia+ cell numbers but CMV-spe
cific antibody titres were not affected by these treatments. o corre 
lation was found between the levels of Tia+ ce l ls in the blood and 
graft rejection episodes. These results suggest that the irm1unosuppre1. 
sive treatment given to heart transplant recipients does not impede 
the activation of cellular and humoral responses to these herpesvirus 
i nfections. 

From the present study it was concluded that the markers used 
t o delineate human lymphocyte subpopulations are not exclusive to these 
subpopulations, and that an increase or reduction in the expression of 
these receptors and/or antigens, as a result of the ifTITiune response of 
lymphocytes, shows the dynamic nature of lymphocytes . 
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