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PREFACIO

Ao apresentarmos esta dissertacao a Universidade de Aveiro pre
tendemos nao so satisfazer as disposicOes legais impostas aqueles que
aspiram pela Carreira Universitaria como tambem proporcionar que espe
cialistas de Imunologia Celular possam debater connosco o trabalho que
ora apresentamos e que representa o culminar de alguns anos de inves-
tigacao cientifica. Contudo, entendemos que o titulo de Doutor nao de
ve constituir mais do que um marco num caminho que sentimos ser longo
e dificil, mas apaixonante. Tanto mais longo e dificil quanto mais ne

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

Foi ainda durante a frequencia do Bacharelato de Biologia da
Universidade de Coimbra (1973-1976) que despertou em nos o gosto pela
Fisiologia Celular. Foi por essa razao que orientamos o Curriculo da

_ Licenciatura, Ramo Cientifico (1976-1978), pela area da Biologia Funcio
nal. Nestes cinco semestres de iniciagdo ao trabalho cientifico focali
zamos 0 nosso estudo em duas linhas de investigagao: Ultraestrutura Ce
luTar e Biologia Funcional. Ao Senhor Professor JOSE FIRMINO MESQUITA
e ao Dr. DIAS, ambos do Instituto Botanico de Coimbra (Centro de Micros
copia Electronica) ficamos a dever a nossa aprendizagem de tecnicas em

Microscopia Electronica de Transmissao.

E, no entanto, ao Senhor Professor Doutor ARSELIO PATO DE CARVA
LHO que mais imensamente reconhecidas ficamos por nos ter langado na
fascinante area da Biologia Celular. Cabe aqui referir um facto que
ocorreu 1ogo no inicio do nosso estudo em Imunologia Celular na Magna
Instituicdo que a Universidade de Cambridge (Inglaterra). 0 nosso ori-

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




aprendizagem e aplicagao de novas tecnicas, dirigiu-nos altos elogios
a invulgar facilidade e destreza com que manuseavamos e dirigiamos o

trabalho laboratorial. Evidentemente que de imediato endossamos (e ago
ra dedicamos) este louvor ao dinamico e habil Investigador e sabio Pro

fessor, o Doutor PATO DE CARVALHO.

Terminada a licenciatura em Biologia ingressamos na Carreira
Academica na jovem Universidade de Aveiro (1978) que por estar ainda
em"fase de Instalagao", o Departamento de Biologia encontrava-se em
instalagoes provisorias, sendo o seu equipamento altamente deficiente,
confinado a pouco mais do que material de vidro. Por esta razao, du-
rante os dois anos de docencia em Aveiro (1978-1980), continuamos a
desenvolver trabalho cientifico em Coimbra. Mais uma vez queremos dei
Xar expresso 0 nosso agradecimento ao Senhor Doutor ARSELIO PATO DE
CARVALHO por nos ter mantido as portas abertas do seu Departamento de
Zoologia onde trabalhamos sob orientagao do Senhor Professor Doutor
EUCLIDES PIRES e em colaboragao com a Dra. MARIA MANUELA MARCELINO. Du
rante estes dois anos de Investigagao em Coimbra e de Docencia em Avei
ro, o gosto pela Biologia Celular foi-se orientando no sentido da Imu
nologia Celular pois que quanto mais 17amos sobre populagoes linfoci-
tarias e seus mecanismos de cooperacgao, mais se nos foi tornando claro
que seria na area da Imunologia que deveriamos prosseguir 0s nossos es
tudos de Biologia Celular. Neste periodo de tempo entramos em contacto
por carta com diversas Universidades da Gra-Bretanha onde sabTamos ha-
ver projectos sobre Mecanismos de Cooperacao Celular. Optamos finalmen
te por Cambridge, Universidade de alto prestigio onde provavelmente te

riamos grandes hipoteses de entrar no Mundo Cientifico de vanguarda.

Concedida uma bolsa de estudo da Universidade de Aveiro por um

periodo de tres anos, integramo-nos imediatamente (Outubro de 1980) na




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

tigador de merito internacionalmente reconhecido, que niao so nos fa-

cultou a utilizagao de todo o equipamento do seu Departamento de Imy

nologia como tambem nos concedeu todas as facilidades ligadas a vida
Universitaria de Cambridge. Assim, para além 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 tecnicas que fossem aplicaveis em futuros estudos mas em
condicoes deveras inferiores como sao as do Departamento de Biologia
da Universidade de Aveiro, decidimos enveredar o nosso estudo por te-
cnicas eficientes mas que nao requeressem elevada tecnologia. Foi den
tro deste espirito 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 tambem a Senhora Doutora ANNE WILSON o protocolo expe
rimental que serviu de base ao desenvolvimento de novas técnicas que

apresentamos e discutimos na tese de M.Sc.

Foi, no entanto, a vinda da Senhora Doutora CAROL O'TOOLE em
1981 para o laboratorio de Imunologia que alterou e fez progredir a
nivel teorico e experimental o nosso trabalho em Cambridge. Estando
integrada num projecto da "British Heart Foundation" a Doutora CAROL
0'TOOLE apareceu com um revitalizante entusiasmo apos um ano em que
despenderamos quase todo o tempo no melhoramento de tecnicas. Quis
pois o destino juntar duas pessoas no mais oportuno momento: uma (Dou
tora CAROL) repleta de conhecimentos teoricos e com o excepcional di
namismo para o estudo experimental, e a outra (a autora) um tanto sa
turada do desenvolvimento de técnicas e com a ansia de as aplicar num

projecto valido. Desta agradavel simbiose resultou o trabalho que cons




titui materia da presente tese de Doutoramento submetida a apreciacao

da Universidade de Aveiro.

R orientadora desta tese, Senhora Doutora CAROL O'TOOLE e-nos
extremamente dificil traduzir em palavras tudo quanto The devemos em
formagao cientifica. Reconhecemos e admiramos a sua formacao humana e
a amizade que nos tem dedicado nas situagoes mais dificeis da nossa
carreira e que calaram bem fundo em nos. 0 nosso mais vivo muito obri

gado.

Ao concluirmos cinco anos de estudo em Imunologia Celular, te-
mos a sensagao de ter ficado aquem das finalidades por nos inicialmen
te previstas, mas satisfaz-nos a certeza de sabermos ter realizado um
trabalho honesto, que na modéstia das suas limitacoes representa o fru
to de um esforco pessoal, e de termos contribuido de algum modo para
um melhor conhecimento das subpopulagoes linfocitarias do Homem. Este
nosso trabalho resume as canseiras, hesitacoes, entusiasmos e desalen
tos sofridos em solidao que, certamente todos aqueles que um dia dei-
xaram o Pais, a Familia e os Amigos e levaram a cabo a dissertagao de

uma tese de Doutoramento bem conhecem.

Terminado o trabalho em Cambridge, houve que recorrer a esta-
tistica, como meio de analise biometrica dos dados experimentais. 0
metodo estatistico, feito para provar uma determinada hipotese expli
citamente formulada no inicio, impoe-se de sobremaneira em Biologia
como condicao necessaria a analise dos problemas em que a variabili-
dade dos dados & importante como no caso das Ciencias da Vida, onde
0 ser vivo aparece cada vez mais acompanhado de um cortejo de nume-
ros cuja analise e interpretagao poem por vezes dificeis problemas.

Muito temos de agradecer a Senhora Professora Doutora MARIA HELENA




MOREIRA, dinamica professora de Ecologia que, como responsavel pelo
computador instalado no nosso Departamento de Biologia (obtido gracas
aos meios financeiros do INIC) e pelos programas estatisticos cuidado
samente elaborados, nos proporcionou o acesso ao computador. Deste mo
do, o que poderia ter sido um tratamento matematico dificil e fasti-
dioso tornou-se um trabalho mais leve e agradavel e que até secunda-

riamente nos levou a despertar para o fascinante mundo da informatica.

Temos ainda uma palavra de reconhecimento pela prontidao com
que a ilustre Senhora Professora Doutora MARIA DE SOUSA nos recebeu
no Porto e pela forma entusiasmante com que nos encorajou a prosse-
guir com a apresentagao desta tese no mais curto espaco de tempo, ati-
tudes estas que reflectem o seu dinamismo e vontade cientifica. Foi
ainda a Senhora Professora Doutora MARIA DE SOUSA que nos pos em con
tacto com o Senhor Professor Doutor CASTRO E MELO, que em espirito de
verdadeira colaboracao e apdos horas perdidas de fastidiosa leiturado
manuscrito da dissertagao nos dirigiu sugestoes, fez comentarios e cni

ticas que muito sinceramente agradecemos.

Aos elementos da Comissdao Coordenadora do Conselho Cientifico
da Universidade de Aveiro, Senhora Professora Doutora MARIA ANA SAN-
TOS e Senhor Professor Doutor JORGE RINO, queremos deixar uma palavra
de agradecimento pela consideragao com que sempre nos distinguiram e
a pronta e incondicional ajuda nos momentos que dela mais necessita-

mos.

A todos os colegas e pessoal auxiliar do Departamento de Biolo-
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I. INTRODUCKO
A. APRESENTACAO DO PROBLEMA

Os Tinfocitos do sangue periférico humano tem sido divididos
em varias subpopulagOes. Na verdade, as diversas capacidades funcio-
nais dos linfocitos bem como a presenca de determinadas estruturas mo
leculares na superficie externa da membrana dos linfocitos tém servi

do de base a distincao de subpopulagoes linfocitarias.

No presente estudo pretendemos mostrar que populacgoes Tinfoci
tarias perfeitamente distintas, fixas e imutaveis nao existem no Ho-
mem. Demonstraremos pois que a membrana dos linfocitos sanguineos
apresenta diversas combinagoes de receptores e antigenios; deste mo-
do, as populagoes linfocitarias nao devem ser consideradas como com-
partimentos celulares estanques, mas antes e pelo contrario como po-
pulacoes interpenetradas. 0 aumento ou redugao da expressao de rece-
ptores e/ou antigenios na superficie externa dos linfocitos, como re
sultado da resposta imunologica dos linfocitos, evidenciara a natu-

reza dinamica e mutavel das populagoes linfocitarias.

Estudaremos tambem o efeito de drogas imunodepressoras nao so
na demarcacao de subpopulagoes linfocitarias mas tambem na capacida-
de de resposta imunologica dos doentes transplantados cardiacos.Em-
bora a concentracao de linfocitos circulantes no sangue seja reduzi-
da, demonstraremos que estes doentes imunodeprimidos sao capazes
de desenvolver respostas imunologicas detectaveis nao so atraves da
producao de anticorpos, mas tambem pela expressao extraordinariamen
te elevada de determinados antigenios de membrana. Tendo em atengao

estas reacgoes imunologicas desenvolvidas por doentes sob tratamen-




to prolongado de agentes "imunossupressores" e considerando a preci-
sao de linguagem nao como um "preciosismo" mas antes como a tradugao
correcta de um fenomeno natural, propomos que o termo comummente uti
lizado como i‘munossupressao seja posto em causa para ser substituTdo
por imunodepressqo uma vez que 0 primeiro indica uma auséncia total
de reacgao imune enquanto que o segundo se refere 3 diminuicao das

capacidades imunologicas.

B. GENERALIDADES SOBRE POPULAGOES LINFOCITARIAS
1. Ontogenia dos linfocitos B e T

Esta ja definitivamente estabelecido que os linfocitos B e T
apresentam diferentes vias de desenvolvimento. Nos mamiferos, a dife-
renciacao das celulas percursoras em linfocitos B e T foi localizada
no figado fetal durante a embriogenese e na medula ossea durante a vi

da adulta (Owen e col., 1974).

Na medula ossea do Homem adulto tem sido descritos tres estados
de desenvolvimento de ‘linfocitos B (McConnell e col., 1981): a) as
células pré-B do tipo I constituem a populagao menos desenvolvida,for
mada de celulas de tamanho heterogéneo, em rapida divisao e capazes
de sintetizar IgM que nao e contudo expressa na superficie celular;
b) as celulas pré-B do tipo IT apresentam tamanho homogeneo e exibem
exclusdao alélica (isto e, produgao de uma so forma alelica, de entre

as duas possivelmente existentes no genoma) para os varios alotipos
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de IgM; c) as celulas B imaturas (ou primarias) expressam IgM de su
perficie e diferem das celulas B maduras por: i) nao re-expressarem

Ig depois do fenomeno artificial de “capping" (isto e, deslocamento

para um polo celular de toda a Ig de superficie como resultado da re-
acgao com anti-Ig), ii) baixas concentragoes de anti-IgM sao sufici-
entes para inibir proliferagao mitogenica e, 1ii) sao facilmente tor-
nadas tolerantes perante exposigao a fracas doses de antigenio(Nossal

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

0s linfocitos B maduros podem expressar a superficie externa
da membrana celular apenas IgM, ou IgM em conjungao com outras clas-
ses de [g; associa-se depois a IgD que coexiste com as outras classes
de Ig mas que apos estimulagao antigenica desaparece e o linfocito di

ferencia-se em celula da memoria ou, alternativamente, em plasmocito

secretando apenas uma 1as classes de Ig (Abney e col., 1977). (Fig,1.1).

dependente de

. e antigenio+ce-
independente de antigenio ]“1391

A ~&e
o-O-E-O- 0w

celula celula celula
percursora Pre-B imatura
MAD Q
ONO=ID
celulaB
madura
Fig. 1.1. - Diferenciagao dos linfocitos B na medula ossea humana.

(Baseado em Abney e col., 1977).

17



Note-se contudo, que todas as moleculas das varias classes de Ig ex-
pressas na superficie de cada linfocito B teém identica sequencia da
regiao variavel da Ig em ambas as cadeias, pesada e leve, (Goding e
Layton, 1976) diferindo apenas na regiao constante das cadeias pesadas

(regiao esta que da o nome a classe de Ig).

Celulas percursoras originadas na medula ossea ou figado fetal
sao atraidas para o timo (Wallis e col., 1975) e a se diferenciam em
linfocitos T, sob acgao de alguns "factores timicos". Estes constitu-
em ainda fonte de intensa investigacao e dos varios factores estudados
apenas a hormona timopoetina pode ser provada como exercendo um papel

definitivo na maturagao dos linfocitos T (Bach e col., 1979).

Um painel de varios anticorpos monoclonais desenvolvido por
Reinherz e col., (1980-b; 1981) permitiu delinear tres estados princi
pais na maturagao dos linfocitos T humanos. Os antigenios de superfi-
cie dos timocitos reconhecidos por tais anticorpos monoclonais foram
designados T], T2 SR T]O e 0s 3 estados de maturagao incluem: no es
tado I (timéeito primario) Ty e Tg; no estado II (timocito comum )T g
T6’ T4, T5 e T8; no estado III (¢imoeito maduro), Subdividido em lin-
foeitos T indutores Tig» Ty» T3 e Tgeem limfocitos T supressores Tios

Ty» T35 Tg e Tg (Reinherz e col., 1979-a, b; 1980-b) (Fig. 1.2.).

0s linfocitos B e T maduros deixam os orgaos linfoides primari-
os e migram preferencialmente para o bago (Humphrey, 1980) onde sofrem
posterior maturagao, sendo entdao langados na circulagao linfocitaria
(Howard, 1972), atravessando pois os orgaos linfoides secundarios: ba-
¢o, nodulos linfaticos e tecido linfoide associado ao aparelho respi-
ratorio e digestivo. Nestes orgaos os linfocitos B e T colonizam areas

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

Estado I Estado II Estado III
timocito timocito timocito
primario comum maduro

Fig. 1.2. Diferenciagao dos linfocitos T no timo humano.
0s circulos a cheio representam timocitos em
estadosespecificos de fenotipo definido; os
circulos a traceiado representam transigao hi-
potética entre os estados bem definidos.
(Baseado em Reinherz e Schlossman, 1980).

2. Fungoes in vitro dos linfocitos humanos

As conclusoes de estudos realizados em animais  sobre
interacgoes celulares na resposta imunologica tem apoiado as teorias
deduzidas do estudo de casos de imunodeficiencias no Homem. Mas foi o
crescente aperfeigoamento e sofisticagao da tecnologia dos ultimos 10
anos que proporcionou de uma forma decisiva a caracterizagao das fun-

goes dos linfocitos humanos.
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a. Testes funcionais para linfocitos B

E caracteristica principal dos linfocitos B a sua capacidade
de se diferenciarem em plasmocitos, secretores de anticorpos, como res
posta a estimulacao antigenica. Face a um determinado antigenio ape-
nas uma reduzida populagao de linfocitos B, especificos para aquele
antigenio, e estimulada e sofre proliferagao e maturagao, tal como sa
lienta a teoria da selecgao clonal exposta por Burnet (1957) e ainda
hoje bem aceite. Ora a detecgao desta resposta parcial e especifica de
linfocitos B so & possivel com a aplicacao de metodos altamente sen-
siveis, pelo que se tem ultrapassado este problema da seleccao clonal
utilizando, na vez de antigenios, activadores policlonais de linfoci-

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

Alguns dos APB comummente utilizados tem maior capacidade de
estimulacao dos linfocitos B quando os linfocitos T estao presentes no
meio de cultura; sao eles o "pokeweed mitogen" (PWM) (Greaves e col.,
1974; Lohrmann e col., 1974), Proteina A soluvel (Lipsky, 1980), gel
poliacrilamida (Galanaud, 1979) e PPD ("purified protein derivative",
produto soluvel de Mycobacterium tuberculosis) (Ringden e col.,1979).
A accao reguladora dos linfocitos T na estimulagao dos TinfOocitos B
pelo PWM parece ser efectuada por subpopulagoes de linfocitos T: as
celulas T indutoras que activam a proliferagao dos linfocitos B (Re-
inherz ecol., 1979-b) e as celulas T supressoras que inibem a mesma

proliferacao (Moretta e col., 1979 b).

Pelo contrario, outros APB activam mais eficazmente os 1info-
citos B na ausencia dos linfocitos T; sao eles LPS (lipopolissacari-
deo de Escherichia coli) (Smith e col., 1979), mitogéniossoluveis em

agua de Nocardia (Brochier e Lethibichthuy, 1978), de Staphylococe




(Ringden e col., 1977)oude Salmonellae (Chen e col., 1981) fixadas em
formalina,e virus Epstein-Barr (Bird e Britton, 1979). A grande difi-
culdade em interpretar os resultados obtidos de estimulagoes policlo-
nais de linfocitos B reside no facto de que diferentes APB estimulam
diferentes subpopulacoes de linfocitos B (Romagnani e col.,1980; Ault

e Towle, 1981).

b. Testes funcionais para linfocitos T

0 reconhecimento da importancia das interleuquinas como facto-
res reguladores da proliferacao dos linfocitos T (revisto em Immino-
logical Reviews, 51, 1980) tornou muito complicada a interpretacgao da
proliferacao dos linfocitos T em resposta a mitogenios. Além disso ca
da mitogenio estimula diferente subpopulacao de linfocitos T; assim,
por exemplo, a Concanavalina-A (Con-A) estimula uma subpopulagao que
nao se sobrepoe exactamente a subpopulagao estimulada por fitohemagiu
tinina (PHA) (Rawson e Huang, 1975). E certamente possivel que a res-
posta dos linfocitos a diferentes mitogenios possa um dia explicar a
patogénese de diversas situagoes de deficiencia de celulas T (Hayward,

1983).

Para alem da estimulagao mitogenica, os linfocitos T podem ser
activados por antigenios de histocompatibilidade estranhos (aloantige
nios) obtidos de diferente dador se postos juntamente em cultura (MLC-
-"mixed lymphocyte culture"). As células T activadas quer por mitoge-
nios quer por aloantigenios sao responsaveis pela actividade citoto-
xica na linfolise mediada por células (CML-"cell-mediated lympholy-
sis") (Sondel e col., 1975) e produzem uma variedade de factores solu
veis que afectam diversas fungoes linfocitarias (Geha e col., 1973;

Rocklin e col., 1974). De particular importancia e a capacidade de me
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moria e de especificidade manifestada pelas celulas T activadas em MLC

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

Em contraste com estas celulas T citotoxicas que requerem um
encontro previo com mitogénios ou aloantigenios estimuladores, existe
uma pequena subpopulagao de linfocitos sanguineos que € imediatamente
activa em ensaios citotOxicos: as celulas assassinas (celulas K-"kil-
ler cells") que lisam celulas alvo por meio de anticorpos, detectaweis

no ensaio de citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC-

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

las assassinas naturats (células NK - "natural killer cells") que es-
pontaneamente lisam algumas celulas alvo, detectaveis no ensaio de ci
totoxicidade espontanea mediada por célula (SCMC - "spontaneous cell-
-mediated cytotoxicity") (Pross e Jondal, 1975) que & independente da

presenca de anticorpo.

3. Receptores e antigenios de membrana dos Tinfocitos humanos

Apesar de apresentarem distintas vias de maturacao e de medi
arem diferentes fungoes imunologicas, as subpopulagoes linfocitarias
sao morfologicamente indistinguiveis. Assim, a metodologia mais preci
sa e de mais facil exgcugao para a identificacao daquelas populagoes
heterogeneas @ baseada nos marcadores de superficie de membrana ex-
pressos pelos linfocitos. Aqueles marcadores incidem em duas catego-

rias principais: receptores e antigenios.

a. Receptores linfocitarios
1) Receptores E

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

* E de eritrocito (de carneiro)
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elevada proporgao (até 90%) de linfGcitos humanos do sangue periferi-
co com eritrocitos de carneiro, apos centrifugagao conjunta, foi pri-
meiramente descrita por dois grupos de investigadores Coombs e col.

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

% ®fe;
Q%o + CJQ N %;)o

Eritrocitos linfocitos T humanos Roseta E
de
carneiro

Fig. 1.3. - Diagrama esquematico da formagao de Roseta E, obtida
apos centrifugagdo conjunta de eritrocitos de carnei-

ro e linfocitos humanos.

Desde entao intensa investigagao se tem desenvolvido com vis-
ta a esclarecer tal fenomeno. Assim, foi posteriormente demonstrado
que os linfocitos qUe formam rosetas E sao quase exclusivamente celu-
las T (Froland, 1972; Jondal e col., 1972; Papamichael e col., 1972)
alem de uma pequena proporgio (1-6% dos linfocitos sanguineos) de ce-
lulas B (Bentwich e col., 1973-a; Dickler e col., 1974; Haegert e col.,
1978 a). Pouco se conhece do mecanismo da formacao 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 linfdcitos viaveis, possuidores de actividade metaboli-
ca.

A reaccao de roseta E @ extremamente sensivel a variagoes das
condicoes do meio em que se realiza; sao condigoes optimas as obtidas

pela incubagao de 1 hora a 49C do sedimento formado apos centrifuga-
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¢ao dos linfocitos humanos com eritrocitos de carneiro. Rosetas E for
madas em condigoes sub-optimas foram chamadas "activas" ou "primarias"
("active" ou "early",do ingles) em contraste com as "nao activas" ou
"Gltimas" ("non-active" ou "late") que so se formam em condigoes opti
mas (Wybran & Fudenberg, 1973; Yu, 1975; Hokland e Heron, 1979). Alem
disso, rosetas "estaveis" tem sido definidas como rosetas rodeando ti-
mocitos que, ao contrario das rosetas de linfocitos sanguineos, se
mantém intactas mesmo apos prolongada incubagao a 379C (Jondal e col.,
1972; Galili e Schlesinger, 1975).

Como a reacgao de roseta E e relativamente instavel e suscepti
vel a rotura mecanica, diversos estudos se tem feito para o desenvolvi-
mento da técnica sempre com a intensao de se encontrar um metodo para a
enumeracgao dos linfocitos T e que,por outro lado, seja de facil repeticao
nos diversos laboratorios. Yerificou-se pois que a formagao de roseta E
pode ser fortalecida e estabilizada pela adigao ao meio de reaccao de
soro humano AB (Bentwich e col.,1973-a), soro de feto bovino (Wybran e

col., 1973) ou dextrano ou ficoll (Brown e col., 1975).

Um outro processo de tornar a formagao de roseta E mais forte
e estavel @ o tratamento prévio (3 reacgao com os linfocitos) dos eri
trocitos de carneiro com AET (2-aminoetil-iso-tiouronio brometo hidro
brometo) (Kaplan e Clark, 1974), neuraminidase (Weiner e col., 1973;
Galili e Schlesinger, 1974; Gilbertsen e Metzgar, 1976) ou papaina
(Wilson e col., 1975). 0 tratamento dos eritrocitos com AET (E-AET)
causa alteragoes estruturais da membrana celular induzidas pela cli-
vagem das pontes S-S em moleéculas da sua superficie externa (Chow e
Kaplan, 1976); o tratamento com neuraminidase (E-Nase) remove os aci
dos sialicos da superficie celular reduzindo assim a sua carga ele-
ctrica (Seaman e Uhlenbruck, 1963); finalmente o tratamento dos eri-
trocitos de carneiro com a enzima proteolitica papaina (E-Pap) causa

a libertagao de peptidios da superficie externa da membrana do eri-
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trocito. Todos estes tratamentos previos dos eritrocitos facilitam o
contacto das membranas celulares dos eritrocitos de carneiro com as
dos linfocitos humanos e deste modo permitem uma mais forte interac-
cao dos respectivos receptores celulares, resultando pois numa
intensificagao da reacgao de roseta E. Esta intensificagao da reac-
Gao traduz-se quer no aumento do numero de linfocitos que reagem com

eritrocitos quer no aumento do numero de eritrocitos que se ligam a

cada linfocito (E-Nase: Weiner e col., 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
linfocitos T mostramos (Carvalho, 1983) que os eritrocitos de carnei
ro tratados com os diversos reagentes (AET, neuraminidase ou papaina)
marcam a mesma populagao linfocitaria pois que todos os indicadores
(E-AET, E-Nase e E-Pap) variam paralelamente a sua reactividade nas
diversas suspensoes linfocitarias: linfocitos totais, suspensdes des
tituidas de linfocitos B e suspensoes enriquecidas ou destituidas de
linfocitos reactivos com cada um dos referidos indicadores. Pode-se
pois concluir que se se utilizarem condigoes optimas para a reac-
¢ao de roseta E, qualquer dos indicadores e adequado para definir a

populagao de linfocitos T.

A estrutura da membrana linfocitaria envolvida na reacgao de
roseta nao e ainda conhecida. No entanto, estudos recentes com anti-
corpos monoclonais (AcMc) contra linfocitos T humanos,revelaram que
o peptidio de P.M. 50.000 deve estar em associagan com o receptor E
dos linfocito T, pois que da imensa variedade de AcMc anti-T utiliza
dos, apenas 0s que se ligam a molecula de 50.000 daltons (AcMc leu-5:
Howard e col. 1981; AcMc 9.6: Kamoun e col., 1981; AcMc D-66: Bernard
e col., 1982; AcMc OKT-11: Verbi e col., 1982) sao capazes de inibir

a reacgao de roseta.
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2) Receptores Fc

Foi LoBuglio (1967) quem primeiro se referiu ao facto de al-
quns linfocitos se poderem ligar a complexos de antigenio-anticorpo,
| mas so em 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 1i-
gacao se deve a porcao Fc da molecula IgG., O receptor da membrana do
linfocito foi entao designado por "receptor Fc"  (Paraskevas e col.;

1972).

0 receptor Fc pode ser demonstrado por diversas tecnicas (revis
to e discutido por Dickler, 1976), mas os metodos mais amplamente uti-
1izados sao os que empregam agregados de IgG ou complexos de eritroci-
to-anticorpo. 0 primeiro funciona como um complexo de antigenio-anti-
corpo classico (Ishizaka e Ishizaka, 1960) e a sua ligagao a iinfoci-
tos pode ser detectada tanto por fluorescencia (Dickler e Kunkel,1972)

como por autorradiografia (Anderson e Grey, 1974).

Eritrocitos revestidos de anticorpos IgG especifico para eritr§
cito (particulas EA: eritrocito-anticorpo) & o metodo actualmente mais
divulgado (Fig. 1.4). Eritrocitos para EA tem 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

cole; 1975},

As condicdes para que os linfocitos formem rosetas com as parti

culas EA tem sido tema de grande controversia. De facto alguns investi

* Epritrocitos de carneiro nao devem ser usados para particulas EA seforem
destinadas a reaccoes com linfocitos humanos, pois que os eritrocites

de carneiro por si so0 reagem com os linfocitos T humanos.
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Fig. 1.4. - Diagrama esquemético da formacao de rosetas EA e EAC,
Eritrocitos sensitizados com anticoroos especificos
formam particulas EA que identificam os linfocitos pos
suidores de receptores Fc. A adigao de complemento (de

ficiente em C5) as particulas EA forma particulas EAC

que identificam os linfocitos possuidores de receptores

de complemento.
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gadores (Parish e Hayward, 1974) observaram que a formacao de roseta
EA era dependente da temperatura de reacgao enquanto que outros (Kram
mer e col., 1975) descreveram que o simples contacto fisico (aquando

da centrifugacao conjunta dos linfocitos com as particulas EA) era su
ficiente para obtengao de reaccao maxima, Por outro lado Parish e Hay
ward (1974) mostraram que inibidores metabolicos bloqueavam a forma-
cao de roseta EA enquanto que  Ramasamy e Lawson (1975) nas mes
mas condigoes nao observaram qualquer efeito de inibigao da reacgao

de roseta EA.

Alem dos receptores para a porgao Fc da IgG (receptor Foy ou
RFcy ) ha pequenas populagoes de linfocitos que tambem expressam rece-
ptores para as porgoes Fc da IgM (RFcu) (Moretta e col., 1975), da
IgA (RFca) (Gupta e col., 1979; Lum e col., 1979) e da IgE (RFce)

(Gonzalez-Molina e Spiegelberg, 1977).

Um grupo de investigadores italianos chefiado por Moretta tem
vindo a desenvolver aturado estudo sobre a relacao de expressao de
RFcy e RFcu pelos linfocitos T humanos activados iZn vitro por mitoge-
nios (Moretta e col, 1976;1977;1978a,b;1979b;1980;1981a,b;1983a).Ass0ciaram
a expressao de RFcu @ actividade indutora dos linfocitos T e a presenga
de RFcy a fungao supressora dos linfocitos T in vitro (Moretta e col.,
1977, 1980, 1983) e in vivo, em condigoes patogenicas (Moretta e col.,
1979). Sendo pequena a proporgao de linfocitos (<5%) que expressam
RFca e RFce tem havido dificuldade no estudo de tais receptores de

membrana e pouco se conhece da sua fungao imunologica,
3) Receptores de complemento

Uhr (1965) foi quem primeiro descreveu que uma populagao de
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linfocitos humanos era capaz de se ligar a complexos de antigénio-anpi
corpo-complemento. Desde entao receptores de complemento foram en-
contrados em variadas celulas humanas como plaquetas sanguineas, eri-

trocitos, macrofagos, polimorfos e em linhagens de alguns tumores.

Nos linfocitos do sangue periferico humano identificaram-se
dois tipos de receptores de complemento (Ross e col., 1973): o recep
tor b (aderencia imune)a que se 1iga C3b (um produto de clivagem
do componente C3 ap0s accao da enzima convertase C3) e 0 receptor d
a que seliga C3d (um dos produtos formados a partir de C3b apos ac-

¢ao do inactivador C3b) (Revisto por Bianco, 1977).

0s receptores de complemento sao geralmente detectados por
reaccao de roseta com particulas EAC (eritrocito-anticorpo-complemen
to) que sao obtidos de eritrocitos primeiramente revestidos de anti-
corpos IgM especificos para eritrocito e seguidamente incubados com
soro de murganho de uma estirpe deficiente em C5 (Ross e Polley,1976)
(Fig. 1.4). Esta deficiencia natural do componente C5 do complemento
permite uma interrupgao na sequencia da acgao do complemento e desta

forma evita-se a lise do eritrocito indicador (EAC).

Como alternativa ao metodo de roseta EAC, podem ser detectados
receptores de complemento por particulas de zimogenio revestidas
de complemento (Mendes e col., 1973; Huber e Wigzell, 1975) ou por
imuno-complexos radiomarcados, contendo complemento (Eden e col.,

1973).

b. Antigenios linfocitarios

0s linfocitos humanos expressam aloantigenios de superficie

codificados pelo complexo de histocompatibilidade principal, denomi
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nado HLA ("human leukocyte antigen"). Aqueles aloantigenios tem vindo
a ser detectados por tecnicas serologicas utilizando-se, como fonte
de anticorpos especificos contra antigenios HLA, soros de: (i) mulhe-
res multiparas, (ii) receptores de diversas transfusoes sanguineas e

(iii) primatas imunizados com linfocitos humanos.

Imunoglobulina de superficie e outros antigenios linfocitarios
tem-se detectado com hetero-antisoros e, mais recentemente, com anti-
corpos monoclonais. Estes ultimos tem-se mostrado extremamente Gteis
nao so na definigao de populagoes linfocitarias mas tambem na delinea
¢ao de varios estados de maturagao (ver Fig. 1.2) (Reinherz e Schlos-

sman, 1980 ) e de activagao (Corte e col,, 1981).

Tem-se desenvolvido varios metodos para a detecgao de
antigenios linfocitarios sendo os de uso mais generalizado: (i) citoto
xicidade mediada por complemento,(ii) imunofluorescencia e (iii)reacgoes

de roseta.

1) Citotoxicidade mediada por complemento

A tipagem de haplotipos HLA e geralmente realizada por citoto-
xicidade mediada por complemento que & uma técnica baseada na susce-
ptibilidade da lise dos linfocitos na presenca de anticorpo especifi-
co e complemento (Fig. 1.5. a). As células lisadas podem entao éer es
timadas pela coloragao com corantes especificos para celulas mortas
(por exemplo azul de tripano) (Humphrey e Dourmashkin, 1969) ou pela
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libertagao de °'Cr de celulas previamente marcadas (Wigzell, 1965).

A citotoxicidade mediada por complemento embora sendo uma te-
cnica simples e de facil utilizagao,apresenta algumas desvantagens:

(i) a citotoxicidade depende  da resistencia relativa dos diver-
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a) Citotoxicidade mediada por complemento
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Fig. 1.5. - Diagrama esquematico das tecnicas imunologicas mais
generalizadas para identificacao de linfocitos pos-

suidores de antigenios de superficie.
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sos tipos de celulas; (ii) diferentes remessas de complemento apresen
tam diferentes niveis de eficiencia 1itica, (iii) alguns anti-soros,
particularmente alguns anticorpos monoclonais, reagem com linfocitos
mas nao fixam complemento, e por consequencia podem dar falsos resul-
tados negativos e (iv) o metodo nao e quantitativo, permitindo apenas

selecgao negativa de populagoes linfocitarias.
2) Imunofluorescencia

Populagoes linfocitarias portadoras de determinado antigenio
podem ser identificadas por fluorescencia, quer por teste directo
quer por teste indirecto., No teste directo os linfocitos sao directa-
mente ligados a anticorpos especificos marcados com fluoresceina
(IFD: imunofluorescencia directa) (Fig. 1.5. b]). No teste indirecto
os linfocitos revestidos de anticorpos (10 reagente) sao visualizados
atraves de um segundo anticorpo (marcado com fluoresceina) especifico
para o primeiro anticorpo, isto e, uma imunoglobulina anti-imunoglobu

lina fluorescente (Fig. 1.5. b2)'

0s linfocitos fluorescentes podem entao ser determinados  por
contagem ao microscopio de fluorescencia ou por contagem automatica
obtida pelo FACS ("fluorescent-activated cell sorter”),0 FACS tem a
grande vantagem de poder: (i) quantificar, (ii) seleccionar, (iii) re
cuperar separadamente a populagao marcada com fluorescencia da popula
¢ao nao marcada e (iv) apresentar os resultados computarizados sob a
forma algebrica ou grafica. Tem contudo ¢ inconveniente de ser um pro
cesso demorado devido a analise de.celula apos celula, restringindo
assim o numero de celulas a serem processadas. E no entanto o ele

vado custo de aquisicao e manutengao de tao sofisticado aparelho que



impede a utilizagao generalizada deste metodo tao eficiente.

3) Reacgao de roseta antiglobulina directa (RRAD)

A RRAD consiste na reacgao de linfocitos com eritrocitos conju
gados (metodo de CrC13) com imunoglobulina anti-imunoglobulina, reali
zada durante uma so centrifugacac (Fig. 1.5.c). Os linfocitos que ex-
pressem imunoglobulina de superficie (células B) formam rosetas que

podem ser facilmente quantificadas em microscopia optica.

0 procedimentc para a realizacao da RRAD bem como a sua utili-

zagao na deteccao de linfocitos portadores de imunoglobulina (Ig) no

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

E de especial importancia a escolha do eritrocito ao qual se conjuga
a Ig anti-Ig assim como o seu tratamento enzimatico previo de forma a
conferir maior sensibilidade ao teste (Coombs e col., 1977; Carvalho,

1983).

A coniugacao da Ig anti-Ia aos eritrocitos e realizada pela
reacgao com CrC13 que de uma forma ainda pouco clara interfere com a
porcao Fc da Ig, evitando assim a sua liqagao ao receptor Fc do lin-

focito (Haegert e col., 1978),

Outra caracteristica apresentada pela RRAD & a
sua capacidade de separacao dos linfocitos reactivos dos nao rea-
ctivos pela centrifugagao da suspensao celular usada na RRAD, em gra-
diente de densidade. Obtem-se assim a destituicao (ou remogao) da po-
pulacdo linfocitaria portadora de Ig de superficie (Parish e Hayward,

1974).
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C. A CONTROVERSIA NA DEMARCAGAO DE POPULAGOES DE LINFOCITOS
DO SANGUE HUMANO; OBJECTIVOS DO PRESENTE ESTUDO.

No inicio dos anos 70 tinha-se como certo que os linfocitos B
eram possuidores dos seguintes marcadores de membrana: (i) imunoglo-
bulina de superficie membranar (IgSm) (Pernis e col., 1971), (ii) re
ceptores da porgao Fc de imunoglobulina (Cline e col., 1972; Jondal,
1974), (iii) receptores de complemento C3 (Bianco e col., 1970) e
(iv) moleculas "Ia-1ike" ou HLA-DR (Schlossman e col., 1976). pelo
contrario os linfocitos T eram definidos pela ausencia daqueles mar-
cadores e capazes de formarem rosetas comeritrocitos de carneiro (Lay

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

Com o desenvolvimento da tecnologia e de estudos mais cuidados
foi surgindo alguma controversia sobre esta distingao estanque de
linfocitos B e T, com marcadores de membrana especificos para cada

populacao.

Assim, verificou-se a existencia de uma populagao nula ("null
population") primeiramente descrita por Frdland e Natvig (1973) que
nao expressava IgSm nem receptores para eritrocitos de carneiro. Es-
ta populacao tem sido fonte de grande controversia, representando 0%

(Haegert, 1978 a, b; Pepys e col., 1981) ou ate 20% (Horwitz e Lobo,
1975) dos linfocitos totais do sangue periferico humano.

Foi tambem descrita a existencia de uma pequena popula-
cao de linfocitos (<5%) possuidores de ambos os marcadores de celu-
las Be T, isto e, linfocitos que expressam IgSm e formam rosetas E
(Dickler e col., 1974; Haegert e col., 1978). Esta populagao dupla-

mente marcada pode aumentar de proporgao se se exposerem 0S rece-
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ptores E encobertos em alguns dos linfocitos B apos tratamento com
neuraminidase (Bentwich e col., 1973-b) com fosfolipase A (Hanaumi e

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

Verificou-se tambem a existencia de uma pequena proporcio de
linfocitos sanguineos que ligam avidamente Ig pelos seus receptores Fc
mas que nao expressam Ig intrinseca, Ao conjunto de tais linfocitos
chamou-se "subpopulagao L" ( Horwitz e Lobo, 1975) e '"terceira po-
pulagcao " (Ferrarini e col., 1980). Estes mesmos linfocitos, apos
tratamento com neuraminidase, formam tambeém rosetas com eritrocitos de
carneiro (Ferrarini e col., 1975), sugerindo pois que

constituem uma subpopulacao de linfocitos T, portadores de rece-

ptores Fc.

Do mesmo modo, estudos aturados mostram que os linfocitos por-
tadores de receptores de complemento constituem parte nao so da popu-

lagao B (IgSm+) mas tambem da populagao 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 populagao possuidora de re-
ceptores de complemento, enquanto que Horwitz e Garret (1977) e Fer-
rarini e col., (1975; 1980) as incluiram respectivamente na "populagao
L" e na "terceira populacao", populagoes estas possuidoras de rece-
ptores Fc mas desprovidas de receptores de complemento, As cg&lulas NK
("natural killer") que espontaneamente lisam celulas tumorais in vi-
tro no teste SCMC (ensaio de citotoxicidade espontanea mediada por
célula) tem sido incluidas nas populacdes 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 antigenios nos 1lin
focitos T denominados T4 e T5/8 que definem subpopulagoes distintas,

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

A molécula antigenica Ia caracterizada no murganho (Shreffler
e Davis, 1975) e denominada no Homem HLA-DR ou "Ia-like" (Schlossman
e col., 1976) faz parte do sistema antigenico de histocompatibilidade
e esta envolvido no reconhecimento celular de antigenio e interacgoes
celulares (Puri e Lonai, 1980; Reinherz et al., 1983). Estudos ini-
ciais com alo-antisoros mostraram que o antigenio HLA-DR estava pre-
sente nos linfocitos B (IgSm') e numa pequena proporcio de c&lulas
IgSm™ e T~ (Winchester e col., 1975-a; Winchester e col., 1976;
Schlossman e col., 1976); posteriormente aqueles antigenios foram tam
bem encontrados numa reduzida subpopulagao de linfocitos T em repou-
so (Fu e col., 1978) e na maioria dos linfocitos T activados (Evans

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

Desta breve resenha torna-se evidente a actual indefinicao e
controversia sobre a demarcagao de populagdes linfocitarias do san-
gue periferico humano. E pois nosso objectivo identificar as diver-
sas populacoes linfocitarias do sangue humano e, ao avaliarmos a re
lagao entre cada par de marcadores celulares, determinaremos o grau

de intercepcao das diferentes populagoes linfocitarias.

Definiremos as populagOes linfocitarias pelos receptores e
antigenios expressos na membrana celular. Deste modo, procederemos
a deteccao de linfocitos possuidores de (i) receptores E (recepto-
res para eritrocitos de Carneiro), (ii) receptores da porgao Fc da
IgG, (iii) imunoglobulina de superficie membranar (IgSm), (iv) ca-
deia leve K da IgSm, (v) antigénio HLA-DR monomorfico definido por

um anticorpo monoclonal (AcMc YCL 6.8) e (vi) antigénio YTH 12.5



definido pelo anticorpo monoclonal (AcMc YTH 12.5) cuja especificida

de para linfocitos T sera analizada.

Mostraremos que as populagoes linfocitarias assim definidas
por marcadores de membrana nao constituem compartimentos celulares
separados mas antes se interpenetram. Esta sobreposicao de populagoes
apresenta um caracter dinamico, uma vez que a sua extensao e alterada
apos estimulagdo (por mitogenios, alo-antigénios ou antigenios virais)
ou apos inibigao (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 superficie de membrana(IgSm) o rece-
ptor antigenico dos linfocitos B (Pernis e col., 1971), aue em con-
iunto com um seaundo sinal independente daouele receptor Ig causa a
estimulacio e desencadeia a expansao clonal das celulas B (Coutinho
e Mo1ler, 1974), vamos designar por 1infocitos B as células linfoides
que no estado de repouso expressam IgSm intrinseca. Sera pois indife

. s - =i +
rente referirmo-nos a linfocitos B ou a celulas Ig .

1. A escolha da RRAD para identificacdo de linfocitos B

0 metodo mais genera]izadd para identificar os linfocitos B e
a imunofluorescéncia directa (IFD) (ver Fig., 1.5.b;) que utiliza imu
noglobulina anti-imunoglobulina (anti-Ig) marcada com fluoresceina,
directamente contra a IgSm dos linfocitos (Aiuti e col., 1974; Vitet
ta e Uhr, 1975). A aplicacao directa de anticorpos anti-Ig numa popu
lagao de linfocitos pode originar falsas interpretagoes quanto a de-
terminacio de células portadoras de IgSm intrinseca devido a possibi
lidade de ligacao de Ig do meio 3 membrana do linfocito pelos  seus

receptores Fc (RFc). Esta dificuldade pode, no entanto, ser ultra-



passada quer pela incubacao previa dos linfocitos a 370C em meio

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

acido (Kumagai e col., 1975) antes da adigao da anti-Ig, quer utili-
zando reagentes anti-Ig (Fab'), pois que sendo desorovidos da porcgao

Fc (devido a clivagem do anticorpo pela pepsina) nao se podem ligar

ao RFc do linfocito (Winchester e col., 1975-b: Winchester e Fu,1976).

Coombs e colaboradores desenvolveram em Cambridge testes de ro

seta que apresentam vantagens sobre a IFD na demonstracao de IgSm.

Na reaccdo de roseta antiglobulina mista (RRAM) os linfocitos
sao primeiramente incubados com anticorpo anti-Ig livre e posterior-
mente centrifugados éonjuntamente com eritrocitos indicadores. isto
e, revestidos de anticorpos contendo determinantes antigenicos espe-
cificos para o anticorpo anti-Ig: observa-se reacgao de roseta quan-
do os grupos livres do anticorpo anti-Ig fixo a membrana do linfoci-
to se ligam ao eritrocito indicador, pelos determinantes antigenicos
do anticorpo que reveste 0 eritrocito (Coombs e col., 1969; Coombs e
col.. 1970-a). Neste teste nao ha interferencia dos RFc porque mesmo
que 0 anticorpo anti-Ig se ligue ao RFc do linfocito, aquele fica in
capaz de reagir com os determinantes antigenicos presentes nos anti-

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

Na reaccio de roseta antiglobulina directa (RRAD) (ver fig.
1.5.c) o anticorpo anti-Ig e conjugado a eritrocitos indicadores (por
meio da reacgao com CrC13) e depois centrifugado conjuntamente com
linfocitos: ocorrre reaccao de roseta se os linfocitos possuirem Ig
para o qual o anticorpo anti-Ig, conjugado a eritrocitos, e especifi
co (Giuliano e col., 1974; Coombs e col., 1977; Ling e col., 1976,
Haegert e col., 1978). O CrCT3 utilizado na reacgao de conjugagao
do anticorpo ao eritrocito interfere com a porgao Fc do anticorpo,

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

dos linfocitos possuidores de IgSm.

Alem de evitar complicacoes de formagao de rosetas via RFc,quer
a RRAD (Haegert e col., 1978; Binns e col., 1979) quer a RRAM (Haegert,
1978-a,b) sdo tecnicas mais sensiveis que a IFD, De facto, aquelas re-
accoes de roseta demarcam uma subpopulagao de linfocitos B (IgSm+) que
g IgSm pela teécnica IFDmasque sintetiza e expressa baixa densidade de
IgSm (Haegert e Coombs, 1979); foi entao sugerido (Haegert e  Coombs,
1979) que a definigdo de linfocitos B fosse ampliada de forma a in-
cluir nio so as celulas IFD’ (marcador convencional de linfocitos B)
mas tambem as calulas IFD” RRAD'; 3 populacio IFD*, Haegert e Coombs

(1979) chamaram B major e a IFD” RRAD", B menor.

Optamos pelo criterio sugerido por Haegert e Coombs (1979) para
definicao de populagao B e referir-nos-emos ao longo deste trabalho in
diferentemente a linfocitos B e a celulas Ig- detectadas por reacgao

de roseta.

Tanto a RRAM como a RRAD realizadas em optimas condigoes —isto
&, RRAM com linfocitos fixados em formaldeido (Hallberg e col., 1973)
ou tratados com neuraminidase (Haegert, 1978 b) e RRAD com Tinfocitos
vivos (Coombs e col., 1977) —dao identicas percentagens de linfocitos

reactivos  (Coombs e col., 1977).

No entanto, a RRAD apresenta algumas vantagens relativamente a
RRAM: (i) a reaccao & maxima com linfocitos vivos, de forma que os lin
focitos uma vez isolados e lavados estao prontos para serem testados;
(ii) o procedimento e mais rapido, requerendo apenas uma so centrifuga
c3o de linfocitos com eritrocitos indicadores; (iii) pode ser facilmen

te utilizada para detectar determinantes especificos de classes de Ig,
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contrariamente a RRAM,pois que & bastante dificil produzir satisfato-
rios eritrocitos indicadores revestidos de IgA, IgD ou IgE; (iv) a
conjugacao de anticorpo ao eritrocito indicador pode ser alargado a
determinantes antigenicos diferentes de Ig; e finalmente (v) a RRAD
pode ser usada para isolar populagoes (por exemplo, linfocitos B de

T) a partir de uma populagao linfocitaria mista.

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

cao de RRAD para deteccao dos linfocitos B.

2. Anticorpos monoclonais (AcMc)

A nova tecnologia de fusao celular desenvolvida por Kohler e
Milstein (1975) permite a producao de clones "imortais" de celulas se
cretoras de anticorpos de uma unica especificidade: anticorpos mono-
clonais (AcMc). Esta tecnica consiste na fusao de linfocitos B normais
(produtores de anticorpos) com celulas de uma linhagem tumoral apro-
priada (mantem a imortalidade dos clones). Os hibridomas assim obti-
dos sao separados das celulas nao fundidas,colocando-asem meio de cultu
ra selectivo que apenas permite a sobrevivencia das celulas fundidas
ou hibridomas. 0 isolamento de hibridomas individuais e entao realiza
do por diluicoes sucessivas ou por sementeira em placa. Estes clones
podem desenvolver-se quer em meios de cultura quer em 1iquido ascitico
do rato ou do murganho; e, no entanto, no 1iquido ascitico que se ob-

tem extraordinarias producoes de AcMc.

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

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

dade para oantigenio,e que os proprios "anticorpos especificos" represen

tam um espectro de moleculas com diferentes afinidades para diversos
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determinantes do antigenio. Pelo contrario, um determinado tipo de
AcMc contem moleculas todas identicas (isto e, mesma classe de Ig,
alotipo, regido variavel, estrutura, afinidade e especificidade) pois

que todas elas provem de um unico hibridoma.

A producao de diversos AcMc contra antigenios de superficie ce
Tular tem permitido a investigagao de determinantes antigenicos espe-
cificos de linfocitos, diferentes de IgSm, facilitando pois a defini
cao de populagoes linfocitarias. Tem-se vindo a aplicar a tecnica de
imunof luorescencia indirecta (ver Fig. 1.5. b,) na qual os Tinfocitos
sensibilizados com o AcMc sao detectados com um anti-soro (policlonal)
marcado com fluoresceina, contra a Ig do AcMc: as celulas positivas
podem ser enumeradas ao microscopio de fluorescencia e separadas das
celulas negativas pelo aparelho FACS (fluorescent-activated cell sor-

ter) (Reinherz e Schlossman, 1980).

0 FACS tem sido ultimamente muito utilizado mas € uma técnica
deveras dispendiosa e queleva muito tempo para analizar e separar frac
coes celulares, impondo pois limitacao do numero de celulas a proces-
sar. Para suprir este problema Egeland e Lea (1982) aplicaram a te-
cnica da reaccao de roseta indirecta: as celulas linfoides sensibili-
zadas com AcMc (classe IgG, desenvolvido em murganho) foram centrifu-
gadas conjuntamente com eritrocitos conjugados com um soro de coelho

anti-IgG de murganho.

Ao contrario da RRAD que utiliza anticorpo conjugado a eritro-
citos, a sensibilizacao de linfocitos com AcMc livre (quer no FACS
quer na reacgao de roseta indirecta) nao exclui a possibilidade de 1i
gacao nao especifica do AcMc pela sua porgao Fc ao receptor Fc do lin

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

Sendo nosso objectivo marcar os lTinfocitos possuidores de anti
genios definidos por anticorpos monoclonais, e tendo em consideragao
as vantagens anteriormente mencionadas da RRAD, decidimos adaptar es
te teste ao uso de anticorpos monoclonais (Carvalho, 1983). Assim, a
"reaccao de roseta anti-globulina directa", ou RRAD, que utiliza imu
noglobulina sérica (policlonal) anti-Ig conjugada a eritrocitos indi
cadores pela acgao do CrClg (ver Fig. 1.5.c) foi modificada, e usou-
-se AcMc anti-determinante antigénico conjugado a eritrocitos, no tes
te designado por "reaccao de roseta anti-determinante directa" ou

RRAdD.

Fstas tecnicas de reaccao de roseta sao teoricamente simples
e, de facto, quando a tecnica esta bem apurada,os resultados sao cla-
ros e de facil repeticao. A dificuldade consiste unicamente na obten-
cao de condigbes optimas para o teste, uma vez que manuseamos material

biologico, tal como eritrocitos provenientes de diversos animais.

Podemos pois dizer que a sensibilidade do teste RRAD bem como
a sua clareza de leitura (por vezes dificultada devido a autoaglutina
cao de eritrocitos 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 modificagao do teste RRAD em
RRAdD foram os seguintes: (i) proveniencia dos eritrocitos para con-
jugar o AcMc (isto e, Boi, Carneiro ou Burro), (ii) tratamento enzima

tico dos eritrocitos antes da conjugagao, (iii) concentragao do AcMc
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e tipo de diluente usado para conjugagao aos eritrocitos e (iv) con-

centracgao do CrC13 para realizar a conjugagao.

Descrevemos ja (Carvalho, 1983) que o tratamento dos eritrocitos
de carneiro com tripsina constitui o melhor sistema para prosse-
guir a conjugagao de AcMc anti-linfocitos de rato,feito emmurganhos;
tais eritrocitos indicadores foram usados em reacgoes de roseta
(RRAdD) para estudos com linfocitos de rato (59 capitulo da tese de
M.Sc.: Carvalho, 1983). Pelo contrario, a hidrolise proteolitica con-
ferida pela papaina, em vez de tripsina, nos eritrocitos de boi,for-
neceram melhores resultados para a conjugacao de AcMc feitos em rato
e contra linfocitos humanos (Carvalho, 1983). Note-se que uma vez en-
contradas as condigoes optimas para conjugacao, os eritrocitos devem
ser sempre obtidos do mesmo animal pois que diferentes animais podem
apresentar diferentes graus de auto-aglutinabilidade de eritrocitos
(Gleeson-White e col., 1950), sendo os mais eficazes na conjugagao pa

ra o teste RRAD, os eritrocitos mais aglutinaveis (Coombs e col.,1977).

Relativamente a diluicao optima dos diversos AcMc testados, ve-
rificou-se que esta devia ser realizada numa solucao de Ig normal,
pois que em Na01* os eritrocitos tendiam a lisar; ha pois necessidade
de manter um equilibrado nivel proteico (Ig) para que a conjugagao se
realize nas melhores condigoes (Carvalho, 1983). No entanto a concen-
tragao optima de AcMc para a conjugagao era variavel e deste modo con
cluTu-se que para cada reagente sera sempre necessario fazeruma titula
cao. A concentracao optima de CrCl; era de 0,021% na proporgao de

1:1:2(V/V/V)de eritrocitos, AcMc e CrCl3, respectivamente.

* Na reaccao de conjuga¢ao nao se deve utilizar qualquer solugao tam-

pao contendo fosfato, pois que inibe a acgao do CrCl .

43



Uma vez estabelecidas as condigcoes optimas para conjugacgao da
Ig ao eritrocito, por meio do CrCl, 0 metodo de reaccao de roseta
quer RRAD quer RRAdD, torna-se extremamente eficiente pois e de ra-
pida e facil aplicagdao. A Fig. 1.6 mostra o aspecto de uma RRAdD

quando observada ao microscopio optico.

Fig. 1.6. Aspecto tipico de reacgao de roseta, usando eritro
citos de boi tratados com papaina e conjugados com

0o AcMc YCL5.8& R - roseta; L - linfocito livre.

4. Desenvolvimento de tecnicas para determinagao de populagoes

linfocitarias duplamente marcadas

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

(Carvalho, 1983) o desenvolvimento de tecnicas que permitissem deter-
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minar a intercepcao de duas populacoes linfocitarias definidas por
dois marcadores de membrana. Assim, tanto o método de destituicao (ou
remogao) de populagoes linfocitarias (Fig.1.7), como o metodo de reac
cao de roseta mista (Fig.1.8), permitiram a demarcagao de quatro sub-
populagoes linfocitarias definidas por cada par de marcadores de mem-

brana (X e Z, por exemplo): X'Z; X'z x'z" e X77".

a. Tecnica de destituigao celular

Esta tecnica foi pormenorizadamente apresentada e discutida no
40 capitulo da nossa tese de M.Sc, (Carvalho, 1983). De uma forma bre-
ve podemos referir que o procedimento da destituigcao celular (Fig. 1.7)

consiste em quatro fases:

1 - RRAD (ou RRAdD): Ta - com marcador X

ou 1b = com marcador Z

2 - Centrifugacao em gradiente de densidade de la ou 1b para
separacao das rosetas (isto &, linfocitos x* ou 7%, respe
ctivamente) dos linfocitos nao reagidos (isto e, linfoci-

tos X~ ou Z , respectivamente).

3 - Recuperagao dos linfocitos destituidos de X ou de Z (isto
e, suspensoes celulares X ou Z~, respectivamente) e sub-
sequente teste de RRAD com marcador Z ou marcador X, res-

pectivamente.

4 - Calculacoes matematicas para quantificagao das 4 subpopu-
lagoes: x*z7, x*z*, X7t e X777,

Consideremos apenas os calculos para uma so destituicao celu-

lar, por exemplo destituigao de linfocitos Z. Para facilitar a expli
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TECNICA DE DESTITUIGCAO CELULAR

Q

QQO:

O
O O

Linfocitos

Er1troc1tos conjugados

@ com anticorpo Z

O

L

@

Linfocito Xz

%o rx__, O

\‘ L1nfoc1tos 7" meocmos

5 - +
Linfocitos Z
eritrocitos

Er1troc1tos
conjugados com
Anticorpo X*

Fig. 1.7. - Diagrama esquematico do metodo de destituigao celu-

lar. Apos a reacgao de formagao de roseta dos linfo-

citos com eritrocitos conjugados com o anticorpo Z,

= i i - +
a suspensao celular (constituida de linfocitos Z e

Z7) @ centrifugada em Ficoll/Hypaque (F/H). Os 1info

citos nao formadores de rosetas (Z ) obtidos da in-

terface do F/H sdo levados a reagir com os eritroci

tos indicadores conjugados com o anticorpo X, detec
tando-se linfacitos X277 e X'Z".
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cacao tomemos os sequintes valores arbitrarios obtidos numa experien-

cia ficticia:

- linfocitos X* na suspensio total = 20%
- Tinfocitos Z' na suspensao total = 40%
- linfocitos X' na suspensao destituida de Z = 25%
- linfocitos Z¥ na suspensio destituida de Z = 0%

A subpopulacdo duplamente marcada (X'Z*) serd aquela que foi
removida aquando da destituicao celular pelo marcador Z para alem das
células XZ%. Esta subpopulagao duplamente marcada pode ser quantifi-
cada pela diferenca 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 celulas x* obtidas na suspensao destituida de Z (25%).
0s calculos efectuam-se da sequinte maneira:

(i) os linfGcitos Z™ na suspensdo total eram 40%

(i1) a suspensao celular destituida de linfocitos Z (suspensao
Z”) constituia pois 60% (100%-40%=60%) da suspensao total.

(ii1) entdo os linfocitos X* que constituTam 25% da suspensdo

7", correspondem na suspensao total a 15% das celulas:

linfocitos X em suspensio Z~ x linfocitos Z~ na suspensdo total
100%

ou 25% x 60% _
100%

15% (X* 7~ na suspensdo total)

Esta e a subpopulacao X+§:

(iv) 20% dos linfocitos totais eram X', incluindo tanto os Xxtz"
como os X*z*. Sendo 15% a subpopulagio X*Z~ (alinea

iii), entdo a subpopulacio X'Z* sera 5% (20%-15% = 5%).
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(v) 40% dos linfocitos totais eram z*, incluindo tanto os X'Z*
como os X'z*. Sendo 5% a subpopulagao i il (alinea iv ),

entdo a subpopulacdo X“Z% sera 35% (40%- 5%=35%).

(vi) a soma das 3 subpopulacoes positivamente marcadas corres-
ponde a 55% dos linfocitos totais (15%+5%+35% = 55%) don-
de 45% (100%-55% = 45%) sao linfocitos nao reactivos com

qualquer dos marcadores e corresponde pois a subpopulagao

XZ .

Por estes calculos e-nos portanto possivel determinar a inter-
cepcao (subpopulagao X+Z+) de 2 populagoes (X e Z), bem como demarcar
quantitivamente as subpopulacoes marcadas por um, mas nao por outro
reagente (subpopulagoes X*7" e X-Z+) e ainda a subpopulagao nao marca

da por qualquer dos reagentes (subpopulagao X Z7).

b. Reacgao 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 sub
populagdes (Xx'Z™, x*z*, X"z* e X"Z7) definidas por dois marcadores de
membrana (X e Z). Neste metodo os linfocitos sao centrifugados simul-
taneamente com dois tipos de eritrocitos (X e Z) sendo um destes (X,
por exemplo) marcado com fluoresceina (Fig.1.8).0s linfocitos podem en
tao reagir de quatro modos, conforme contenmnldeterminantes antigeni-
cos ou receptores para: (i) ambos os eritrocitos indicadores e assim
formam rosetas mistas que constituem a subpopulagao X+Z+; (ii) apenas
os eritrocitos fluorescentes, e assim formam rosetas fluorescentes que
constituem a subpopulacdo X¥Z™; (iii) apenas os eritrocitos nao fluo-

rescentes, e assim formam rosetas nao fluorescentes que constituem a



REACGAO DE ROSETA MISTA

| /83 10%e:
Eritrocitos marcados Eritrocitos nao marcados

com FITC com FITC
conjugados com anticorpo X conJugados com anticorpo Z

1

@@@ o

Fig. 1.8. - Diagrama esquematico da tecnica de reacgao
de roseta mista (RRM). Eritrocitos marcados
por fluoresceina e nao marcados sao conjuga
dos, respectivamente com anticorpo X e anti
corpo Z. Ambos os eritrocitos indicadores
sao levados a reagir com os linfocitos, de
tectando-se linfocitos reactivos com um sO
marcador (X¥Z"), com o outro marcador (X“Z%),
com ambos (X+Z+) ou com nenhum marcador
(X°77).
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subpopulagao Xz%; e (iv) nenhum dos eritrocitos indicadores, surgin-

do como linfocitos livres que constituem a subpopulacao X Z (Figs.1.8319).

Para obter as condicOes optimas de reaccao foi necessario um
Tongo e trabalhoso estudo tecnico-experimental, com sucessivas modifi
cagoes e constantes alteragoes, cujos passos mais importantes foram
apresentados no 39 capitulo da nossa tese de M.Sc. (Carvalho, 1983).
De facto, o tratamento dos eritrocitos com tripsina ou papaina (pH 7)
a marcagao com FITC (pH9) e a conjugagao com Ig usando CrCl, (pH 5)
constituiam violentas e demasiadas agressoes aos eritrocitos, pelo
que se tornou dificil coordenar os varios tratamentos de forma a obter
eritrocitos adequados as reacgoes de roseta. Assim, para obter eritro
citos resistentes a hemolise, com intensa fluorescencia e com capaci-
dade de reaccao identica ao do controlo (eritrocitos ndo marcados com
FITC) houve necessidade de os tratar na seguinte sequencia: (i) trata
mento com tripsina ou papaina, (ii) marcacao dos eritrocitos com FITC
em tampao KZHPO4, (iii) Tlavagem em NaCl para remover o fosfato e (iv)

conjugagao da Ig com CrCl5 em NaCl.

Em estudos de identificacao da(s) populacao(oés) de linfocitos
do rato portadora(s) da enzima 5'-nucleotidase (detectada por um AcMc
especifico) utilizamos os metodos de destituicao de populagoes linfo-
citarias e de reaccao de roseta mista (RRM) (59 capitulo da tese de
M.Sc., Carvalho, 1983): ambos os metodos demarcaram identicas subpopu

lagoes definidas por cada par de marcadores de membrana.

Embora seja possivel utilizar estes m:todos em alternativa, ca
da um apresenta as suas vantagens e inconvenientes relativamente ao
outro. Assim, o estudo de destituigao de populagoes constitui um pro-

cedimento experimental demorado e que utiliza grandes quantidades de

o
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Fig. 1.9 - Exemplo tipico do aspecto das tres formagoes de ro-
setas obtidas pela RRM. Eritrocitos de boi tratados
com papaina foram (i) conjugados com o AcMc YCL 6.8
(eritrocito ndo fluorescente) ou (ii) marcados com

fluoresceina e conjugados com o AcMc YTH 12.5 (eri-
trocito indicador fluorescente); ambos os eritroci-
tos indicadores foram centrifugados conjuntamente
com linfocitos humanos na RRM.

(a) Tuz do feixe visivel

(b) 1uz do feixe visivel e luz ultravioleta

(c) luz ultravioleta

n - roseta nio fluorescente (YCL 6.87)

f - roseta fluorescente (YTH 12.5+)

m - roseta mista (YCL 6.8" e YTH 12.57)
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linfocitos (minimo de 6x106) e 0os seus resultados necessitam de ser
tratados numa sequencia de calculos com vista a obter subpopulagoes
quantificadas., Pelo contrario, a RRM & um método simples, rapido e
directo que pode usar apenas 0.5x10% Tinfocitos e que fornece de ime
diato uma definigao quantitativa das subpopulagoes linfocitarias; es
te metodo tem contudo o inconveniente de so se poder utilizar quando
os dois AcMc conjugados aos respectivos eritrocitos nao reagirem um

com o outro, o que nem sempre acontece,

Na nossa tese de "Master of Science" (Carvalho, 1983) desenvol
vemos metodos de marcagao dupla (destituicao celular e RRM) para iden
tificagao de subpopulagoes linfocitarias do Rato. Incluimos tambem al
guns resultados preliminares obtidos do estudo de individuos normais
e de doentes submetidos a transplantagao cardiaca. Verificamos entao
que a tecnica de RRM podia ser aplicada nao so ao estudo de linfoci-
tos do Rato (59 capitulo), mas tambem ao de linfocitos humanos quer

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

No presente trabalho apresentamos um estudo aprofundado relati
vo a demarcagao de populacoes linfocitarias do sangue humano. Estas
populagoes definidas por marcadores de membrana serao obtidas pelauti
lizagao de pares de marcadores quer pelo metodo de destituigao celular
quer pelo de RRM, A analise estatistica dos resultados fornecidos por
ambos os metodos permitir-nos-ao fazer um estudo comparativo dos mes

mos.

Populacoes linfocitarias de doentes imunodeprimidos serao ana-
lizadas apenas pelo método de RRM pois que demonstramos (Carvalho,
1983) ser esta a unica técnica que nos permite utilizar reduzido nume
ro de linfocitos, tal como sucede nestes doentes submetidos a acgao

de agentes imunodepressores.
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I1 - MATERIAL E METODOS

A. MATERIAL DE ESTUDO

A.1. Dadores voluntarios de sangue

Todos os dadores de sangue eram individuos que trabalhavam no
laboratorio (Departamento de Imunologia, Addenbrooke's Hospital, Cam-

bridge, G.B.) e que nao haviam contraido hepatite.

A.2 . Pacientes receptores de enxerto cardiaco

0Os doentes de idades compreendidas entre 22 e 52 anos foram

submetidos a transplantacao cardiaca no Papworth Hospital (Cambridge
shire, G.B.), tendo todos recebido enxertos de cadaveres humanos, en
xertos estes geralmente provenientes de acidentados de viacao. Em
nenhum dos casos se realizaram testes de histocompatibilidade antece
dendo a operacao de transplantacao. Biopsias regulares pos-operatorias
e subsequente estudo histologico, realizado nos Servigos de Anatomia
Patologica do mesmo Hospital, permitiram diagnosticar o grau de rejei
cao do enxerto definido pela infiltragao celular e/ou rotura miofibri
lar (Billingham, 1981).

Neste nosso estudo os doentes foram divididos em tres grupos,

considerando o tempo pos-operatorio bem como a terapia imunodepressiva

aplicada.

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

e azatioprina

0s pacientes por nos designados de "doentes de sobrevida longa"
eram os que haviam sido sujeitos a operagao de transplantagao ha mais

de 365 dias (aquando da colheita do sangue) e haviam sido tratados ime
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diatamente apos a operagao com: globulina anti-timocito (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 pos-operatorios de forma a manter o nivel de linfocitos T inferior
a 50 celulas/ul de sangue. Apos aquele tempo, GAT foi administrada ape-
nas quando o doente apresentava sintomas de rejeicao. A administragao
de predenisolona e azatioprina foi gradualmente reduzida durante os 3
meses seguintes a operagao, atingindo valores de 0,5 mg/Kg/dia de pre
denisolona e 0,3 mg/kg/dia de azatioprina.

Estas eram pois as dosagens administradas aos pacientes no mo

mento 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 transplantagao e durante cerca de 240 dias (8 me-
ses) subsequentes. Imediatamente apos a operacgao estes doentes foram
imunodeprimidos com ciclosporina A (6-10 mg/kg/dia) e predenisolona
(0,3 mg/kg/dia). Nao receberam azatioprina, mas GAT foi-lhes esporadi
camente administrada (como indicado nos "Resultados") quando a sinto
matologia de imuno-rejeicao assim o exigia.

A.2.c. Doentes imunodeprimidos por globulina anti-timocito (GAT)

ciclosporina A e predenisolona

A onze pacientes que constituiram o terceiro grupo de recepto-
res de enxerto card?aco,.COIheram-se amostras sanguineas com grande
frequéencia (3 vezes por semana) durante os 30 dias pos-operatorio. GAT
(0,125-1,0 g/dia) foi-lhes administrada nos 10 dias iniciais conjuntamente
com ciclosporina A (6-10 my/Kg/dia) e predenisolona (0,3mg/Kg/dia). Aimuno-

depressao foi subsequentemente mantida pela administragao de ciclosporina
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depressao foi subsequentemente mantida pela administragao de ciclosporina



A e predenisolona;apenas quando surgiam sintomas de rejeicao e que GAT

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

B. METODOS

B.1. Preparacao de suspensoes linfocitarias

Amostras de sangue de individuos voiuntarios (10-30ml)e de doentes

receptores de enxerto cardiaco (10-15 m1) foram obtidos de uma veia das

da flexura. A prevencao da coagulacao do sangue foi realizada por
desfibrinacao ou pela adigao de 20 unidades internacionais de hepari-

na (Paines & Bryne Ltd., Inglaterra) por mililitro de sangue.

As amostras dos doentes que haviam sofrido transplantacao car-
dTaca foram colhidas no Papworth Hospital e seguidamente enviadas
(1-2 horas de transporte) para o Addenbrooke's Hospital onde demos se

guimento ao isolamento dos linfocitos do sangue.

Isolaram-se pois de imediato as celulas mononucleares pelo me-
todo de Boyum (1968) em gradiente de densidade (6=1,077) de Ficoll-Hy
paque (Flow laboratories, G.B.). Para tal o sangue foi diluido 1:3
(v/v) em PBS*, 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, a temperatura ambiente.

0s leucocitos polimorfonucleares (ou granulocitos) e eritroci-

tos que se depositaram no fundo do tubo durante a centrifugagao fo-
ram desprezados; pelo contrario, os leucocitos mononucleares (agranuld
citos) que ficaram dispostos na interfase (isto e, sobrejacentemente a

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

*PBS ("phosphate-buffered saline) contem NaCl 137mM, KC1 3 mM, NazHPD4

8mM e KH2P04 2 mM (BDH chemicals Ltd., Inglaterra).
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de Pasteur.

Apos tres lavagens em PBS, as celulas mononucleares foram res-
suspensas em meio RPMI 1640 (Flow) contendo 10% de soro de feto bovi-
no (Flow) e tratadas com penta-carbonilo de ferro - Fe (CO)gs -(GAF,
G.B. Co. Ltd) para remover as celulas fagociticas ou mondcitos. Para
tal, as celulas mononucleares (linfocitos e monocitos) foram incuba-
das com penta-carbonilo de ferro (50 mg/10 m1 de sangue inicial) a
370C, durante 30 minutos e sob rotacao continua. Terminada a incuba-
¢ao, o frasco contendo a suspensao celular foi colocado sob acgao de
um forte magnete e a suspensao celular livre removida, deixando ficar
aderente: as paredes do frasco o penta-carbonilo de ferro bem como o

material biologico a ele ligado.

Os linfocitos em suspensao foram entao lavados duas vezes em
PBS e finalmente ressuspensos em PBS contendo 1% de albumina sérica
bovina (Armour Pharmaceutical Company, Inglaterra) ate perfazer a con
centragio de 2x10° Tinfoci tos/ml.

Esta foi a concentragao usada nas reaccgoes de roseta.

Recolha linfocitaria:

(1infocitos/ml de san-
DADORES gue colhido)

- dadores voluntarios 0,8-1,2 x 10°
- pacientes receptores de

enxerto cardiaco:

- na auséncia de GAT 0,1-0,6 x 10°

- sob administracdo de GAT 0,08-0,30 x 10°
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B.2. Preparagao da fracgao de IgG a partir de soros normais,

de anti-soros e de 1iquido ascitico

B.2.a. Preparacao de IgG a partir de soros normais e de

anti-soros

A fracgao 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-eritrocito de Boi,

feito em Coelho.

Para o isolamento da fraccao de imunoglobulina, cada soro foi
precipitado com sulfato de amonio a 33%, o precipitado dissolvido em
agua destilada e extensivamente dialisado contra tampao fosfato 52,5
mM a pH 6,5. A presenga do tampao evita a perda de IgG, por precipita
¢ao, aquando da extensiva dialise requerida para remocao do sulfato de
amonia. Apos a dialise, a solugao foi diluida em 2 volumes de aqua
destilada (obtendo-se assim a concentragao de 17,5 mM de tampao fosfa
to) e aplicou-se a uma coluna de celulose DEAE (DE-52, Whatman Bioche
micals Ltd, Inglaterra) que fora previamente equilibrada com tampao
fosfato 17,5 mM a pH 6,5. A fracgao de IgG obtida da eluigao inicial
do tampao da coluna, foi precipitada com sulfato de amonia a 50%; es-
te precipitado foi seguidamente dissolvido num pequeno volume de NaCl
0,9% e dialisado contra NaCl (na ausencia de fosfato para a Ig poder

ser posteriormente conjugada a eritrocitos, por acgao do CrC]B).

0 conteudo proteico das fracgoes foi determinado por espectro-
fotometria (espectrofotometro Bausch & Lomb, modelo Spectronic 710),

sendo a densidade optica 1ida a 280 nm. Diluiu-se a fracgao em NaCl
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de forma a se obter a concentragao final em proteina de 2 mg/ml.

Procedeu-se em seguida a absorgao das fracgoes IgG com eritro-
citos de Carneiro e/ou de Boi a fim de serem ulteriormente usadas na
conjugagao a eritrocitos da(s) mesma(s) especie(s). Para tal, lavaram-
-se 0s eritrocitos 6 vezes em grandes volumes de PBS, e a cada 0,25m]
de sedimento de eritrocitos adicionou-se 1 ml da fraccao de IgG. Dei-
xou-se a suspensao durante 15 minutos a temperatura ambiente (cerca de
200C) apos o que se centrifugou a 300 g. Recolheu-se o  sobrenadante
que continha agora a fracgao destituida de anticorpos contra eritrﬁci

tos.

As fracgoes de Ig assim preparadas estavam aptas a serem conju

gadas a eritrocitos, por acgao do CrC13.

B.2.b. Preparacao da IgG de anticorpos monoclonais

(AcMc) a partir de 17quido ascitico de Rato

Por éortesia do Dr. Herman Waldmann foi-nos possivel trabalhar
com 0s AcMc produzidos no laboratorio onde realizamos o presente estu
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
17quido ascitico de Rato. Sendo todos estes AcMc provenientes de clo-
nes de celulas secretoras de IgG, foi apenas necessario separar a
fracgao de imunoglobulina da albumina e outras substancias do Tiquido
ascitico; a imunoglobulina isolada era ja IgG pelo que nao houve ne-
cessidade de filtrar a amostra na coluna de celulose DEAE para sepai‘a

cao das restantes imunoglobulinas.

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

de 17quido ascitico durante 15 minutos, a 2000 g e a temperatura ambi



ente. Seguidamente diluiu-se o sobrenadante em PBS 1:2 (v/v) e adicio=
nou-se igual volume de sulfato de amonio saturado. A mistura incubou
durante 30 minutos a temperatura ambiente, apos o que foi centrifugada
como anteriormente. Ressuspendeu-se o sedimento em PBS ate refazer o

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

Por fim o sedimento foi dissolvido num pequeno volume de PBS e
exaustivamente dialisado contra NaCl 0.9%. A concentragao de proteina
foi ajustada a 2 mg/ml por leitura de densidade optica a 280 nm num

espectrofotometro Bausch & Lomb, modelo spectronic 710.

B.3. Preparacdo de eritrocitos para reaccoes de roseta

Sangue de Carneiro e de Boi foi colhido em ACD (acido-citrato-
-dextrose: glicose 0,15 M e hidrogeno citrato dissodico 0,10M) e guar
dados a 49C ateé um periodo maximo de duas semanas. Apos centrifugagao
do sangue a 350 g a temperatura ambiente e durante 10 minutos, reti-
rou-se o plasma bem como os leucocitos depositados sobre a camada de
eritrocitos sedimentados no fundo do tubo de centrifuga. Os eritroci-
tos foram entao ressuspensos em PBS e centrifugados como anteriormen-
te. Procedeu-se a 5 lavagens dos eritrocitos, ao fim das quais se res

suspenderam os eritrocitos em PBS.

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

para reaccoes de roseta E

Os eritrocitos de Carneiro foram tratados com neuraminidase
(N-acil-neuraminil-glico-hidrolase, E.C.3,2.1.18 de Vibrio cholerae;
Behringwere A-G., Alemanha) a fim de intensificar a ulterior reacgao

de roseta E com linfocitos humanos. Para tal, diluiu-se 1 unidade/ml
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de "Neuraminidase-test" em tampao de acido acetico-acetato pH 5,6 para
dar 0,2 U/m1. A 100 ul deste preparado de enzima juntaram-se 50 ul de
eritrocitos fortemente sedimentados, dando uma concentracao final de
enzima de 0,133 U/ml. A mistura foi incubada a 379C, durante 1 hora e
a temperatura ambiente. Finda a incuba¢ao, os eritrocitos foram lava-
dos tres vezes em PBS e ressuspensos tambem em PBS, ajustando a con-

centragao celular a 1% (V/V).

As celulas podiam ser utilizadas para reaccoes de roseta E num

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

B.3.b. Sensibilizacao de eritrocitos de Boi com IgG, para

a reaccao de roseta EA

A tecnica de tratar os eritrocitos de Boi com anticorpo espe-
cifico, para efeitos de detecgao de receptores Fc dos linfocitos, foi
a descrita por Hallberg e col. (1973). Assim, eritrocitos de Boi a 2%
(V/V) em PBS foram sensibilizados com igual volume de IgG purificada
anti-eritrocito de Boi (feita em Coelho) na diluicao de 1:200 (dose
maxima que ndo causava aglutinagao dos eritrocitos). A mistura foi in
cubada a temperatura ambiente, durante 45 minutos apos o que foi cen-
trifugada a 300 g, durante 5 minutos e a temperatura ambiente. As ce-
lulas foram entao duas vezes lavadas em PBS e finalmente ressuspensas

em PBS ate perfazer a concentragao de 1% (v/V).

Os eritrocitos sensibilizados com IgG mantinham-se em boas con

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

B.3.c. Conjugacao de IgG a eritrocitos de Boi, para as

reaccoes RRAD e RRAdD

B.3.c.1) Tratamento de eritrocitos de Boi com papaina
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0 tratamento dos eritrocitos de Boi com tripsina confere-lhes
maior aglutinabilidade e deste modo resulta num aumento do titulo
aglutinante (no teste de hemaglutinagao) bem como na intensificacao
da reacgao de roseta com Tinfocitos (Coombs e col., 1977). Mostramos
tambem (Carvalho,1983) que o tratamento alternativo dos eritrocitos
com papaina conduzia a uma reacgao de roseta mais limpa e clara, is-
to e, evitou-se a autoglutinacdo de eritrocitos e a aderencia de ro-

setas, facilitando pois a leitura do teste.

No presente estudo procedeu-se pois ao tratamento dos eritro-
citos de Boi com 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 adigao do dobro do volume de L-cisteTna-hidrocloreto monohidra-
tado (Sigma Chemical Company, E.U.A.) a 0,20% (P/V). A mistura foi
diluida em fosfato de sodio hidratado 0,1 M a fim de se obter a con-
centracao de 0,25 mg/ml de papaina e 0,4 mg/ml de cisteina. A 1 ml
desta mistura diluida juntou-se 1 ml de eritrocitos a 20% (v/V} e in
cubou-sea 370C durante 12 minutos tal como descrito por Wilson e col.
(1975). Centrifugou-se a suspensao celular, lavaram-se os eritrocitos
duas vezes em PBS e finalmente aquelas celulas foram fortemente sedi

mentadas, por centrifugagao a 350 g durante 10 minutos.

Estes eritrocitos tratados com papaina podiam ser usados para

ulteriores tratamentos no prazo de 15 dias, desde que mantidos a 40C.

B.3.c.2) Conjugagcao de IgG a eritrocitos de Boi, pela acgao

do CrC13

0 procedimento para conjugagao da IgG a eritrocitos de Boi foi

baseado na tecnica descrita por Coombs e col. (1977), todavia com
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algumas alteracoes.

No essencial, as preparagoes de IgG de soros normais, anti-so-
ros ou anticorpos monoclonais (ver alinea B.2.) foram exaustivamente
dialisadas contra NaCl 0.9% (P/V) para remover o fosfato da solugao,
e a proteina ajustada a 2 mg/ml de solugao. A solugao mae de CrCl,
(BDH) a 1% (e ajustada a pH 5,0 com NaOH) foi diluida em NaCl 0,9%
(1:47,5) para dar a concentragao de 0,021% de CrCl,; esta diluicao

realizou-se precisamente antes da reacgao de conjugacao.

A 1 volume (geralmente 25 ul) de eritrocitos de Boi (tratados
com papaina) bem sedimentados (a 350 g durante 5 minutos) juntou-se
1 volume de IgG (2 mg/ml1). A mistura eritrocito-anticorpo foi agita-
da num misturador "Vortex" enquanto se adicionou gota a gota 2 volu-
mes de CrC]3 a 0,021%, a fim de iniciar a reacgao de conjugagao. Esta
decorreu durante 1 hora a temperaturu ambiente e sob rotacac lenta. A
reaccao foi interrompida ao fim daquele periodo de tempo pela adigdo
de abundante volume de PBS (cerca de 5 ml). Centrifugou-se a mistura,
lavaram-se as celulas duas vezes em PBS e ressuspenderam-se em PBS, a
1% (V/V).

0s eritrocitos conjugados com IgG embora pudessem ser usados satis

fatoriamente no prazo de 3 semanas, eram porem preparados quinzenalmente.

B.3.c.3. Provas da eficiencia da conjugagao

Os eritrocitos conjugados com IgG, depois de bem lavados, foram
titulados em pltdcas de microtitulacao contendo diluigoes 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 eritrocitos de Carneiro e/ou Boi; isto evitava que, (i)



o complemento nao lisasse os eritrocitos e (ii) os eventuais anticor-
pos naturais, presentes no soro,contra eritrocitos nao reagissem com os

mesmos eritrocitos.

Os eritrocitos conjugados com IgG e adicionados as diluigoes
sucessivas de soro foram deixados sobre uma superficie horizontal du-
rante 45 minutos e a temperatura ambiente de forma a deixar prosseguir
a reacgao de hemaglutinagao. 0 grau de aglutinacao foi anotado a vista
desarmada numa escala descendente desde +++ para aglutinagao total, ate
- para ausencia de aglutinagao. 0 ttulo aglutinante (ou "end point")
era 0 que apresentava o grau + de aglutinacao. Quanto mais eficiente
era a conjugagao, mais elevado era o titulo aglutinante, neste teste de

hemaglutinagao directa.

Quando uma IgG anti-Ig era conjugada a eritrocitos, estes eram
tambem titulados num microtitulador, contendo diluigdes suczssivas de
antigénio, ou seja, de soro da especie correspondente (tambem inactiva
do e absorvido com eritrocitos de Boi), no teste conhecido por hemaglu
tinacao passiva e reversiva. 0 titulo aglutinante foi determinado como

anteriormente.

Estes testes de hemaglutinagao foram realizados sempre que uma
nova Ig era estudada na conjugacdo a eritrocitos. Procurava-se pois en
contrar as condicoes de reacgao que permitissem a obtengao de conjuga-
cao maxima, reflectida no titulo aglutinante mais elevado. Contudo,
quando a mesma Ig* era sucessivamente conjugada aos mesmos eritr6citos**

(em condigoes optimas) durante longo periodo de tempo (meses), apenas

esporadicos testes de hemaglutinagao eram realizados.

* proveniente da mesma preparagao de Ig

** proveniente do mesmo dador
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B.3.d. Conjugagao de fluorocromo a eritrocitos de Boi,

para a reacgao de roseta mista (RRM)

Apos diversas tentativas para a obtencao de eritrocitos de Boi
conjugados com Ig e com fluorocromo que dessem satisfatorias reacgdes
de roseta, concluimos (Carvalho, 1983) que a melhor coordenagao de tra
tamentos dos eritrocitos era a seguinte: (i) digestao pela papaina,
(i1) conjugagao do fluorocromo e (iii) conjugagao da imunoglobulina.

A 1 volume (geralmente 100 ul) de eritrocitos de Boi tratados
com papaina (ver alinea B.3,c.1.) e fortemente sedimentados (centrifu
gados a 350 g durante 10 minutos) adicionou-se 1 volume de PBS e 1 vo
Tume de fluoresceina iso-tiocianato (BDH) na concentragao de 2 mg/ml
de K2HP04 0,15 M. Esta mistura incubou durante a noi te (cerca de 18h)
a 40C e sob rotacao lenta. Lavaram-se entao os eritrocitos tres vezes
em grandes volumes de NaCl 0,9% e na ultima centrifugagao deixaram-se
0s eritrocitos fortemente sedimentados. A conjugagao da Ig procedeu-

-se de imediato tal como descrito na alinea B.3.c,2.

Estes eritrocitos tratados com papaina, marcados por f]uorescei
na e conjugados com Ig eram utilizados num periodo nao superior a uma

semana.
B.4. Reacgoes de roseta

B.4.a. Reaccao de roseta E

Uma gota (aproximadamente 35 ul) de suspensao linfocitaria (2x106
linfocitos/m1 em PBS contendo 1% de albumina serica bovina - PBS/ASB)
(vér alinea B.1.) foi adicionada a igual volume de eritrocitos de Car-

neiro tratados com neuraminidase (1% V/V em PBS) (ver alinea B.3.a).
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Esta mistura de linfocitos e eritrocitos foi centrifugada a 300g, a
49C e durante um curto periodo de 2 minutos, apos o qual se deixou o
tubo, contendo as celulas sedimentadas, numa tina de gelo durante 1

hora.

Terminada a incubacao, as células foram cuidadosamente ressus-
pensas com uma pipeta de Pasteur e montadas com azul de toluidina
(Hopkin & Williams, Ltd., G.B.) entre lamina e lamela, ambas revesti-
das de silicone. Para a coloracao, um gota de azul de toluidina a 0,2%
(p/v) em metanol foi deixada secar ao ar sobre uma lamina de vidro,
apos o que se adicionou uma gota de PBS/ASB (para dissolver o corante

dessecado) e se juntou a suspensao celular.

Observaram-se as preparacoes num vulgar microscopio optico

(Wild Heerbrugg M 20, Suiga).

B.4.b. Reaccao de roseta antiglobulina (ou antideterminante)

directa, RRAD (ou RRAdD)

Uma gota (aproximadamente 35 ul) de suspensao linfocitaria
(2x106 celulas/ml em PBS/ASB) (ver alinea B.1.) foi adicionada a
igual volume de eritrocitos de Boi conjugados com Ig (1% V/v em PBS)
(ver alinea B.3.c.). Esta mistura celular foi centrifugada a 3007 ,
40C e durante 2 minutos, apos o que se deixou 30 minutos sobre o ge-

lo.

Apos a incubagao, ressuspenderam-se as celulas cuidadosamente,
coraram-se com azul de toluidina, montaram-se entre lamina e lamela

e observaram-se tal como anteriormente descrito (alinea B.4.,a.).

B.4.c. Reaccao de roseta mista (RRM)

Nesta reacgao, uma gota de eritrocitos marcados com fluorescel
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na e conjugados com Ig (ver alinea B.3.d.) foi misturada com uma gota
de eritrocitos nao fluorescentes mas tambem conjugados com diferente
Ig (ver alinea B.3.c.). A esta mistura de eritrocitos indicadores jun
taram-se duas gotas de suspensdo linfocitaria (2x106 celulas/ml  em
PBS/ASB) (ver alinea B.1.). A mistura tripartida foi centrifugada e

incubada como na alinea B.4.a..

Apos incubagao, as celulas foram cuidadosamente ressuspensas e
montadas entre lamina e lamela (n3ao siliconizadas), e na ausencia

do corante azul de toluidina.

As preparagoes observaram-se num microscopio optico de fluores
cencia (Microscopio Orthoplan, Leitz Wietzlar, Alemanha) onde se podiam
distinguir alem dos linfocitos nao reagidos, 3 tipos de rosetas: (i)
rosetas fluorescentes (linfocitos circundados apenas por eritrocitos
flucrescentes), (ii) rosetas nao-fluorescentes (linfocitos rodeados
apenas de eritrocitos nao fluorescentes) e (iii) rosetas mistas (lin-
focitos cercados de ambos os tipos de eritrocitos: fluorescentes e nao

fluorescentes).

B.4.d. Reaccao de roseta EA

Uma gota de eritrocitos de Boi sensibilizados com IgG especifi-
ca a 1% v/v em PBS (ver alinea B.3.b.) foi adicionada a igual volume
de suspensao linfocitaria (2x106 celulas/ml em PBS/ASB) (ver alinea
B.1.). Esta mistura foi centrifugada e incubada, seguidamente as celu-

las foram ressuspensas, coradas e montadas entre lamina e lamela, e as

preparagoes observadas em microscopia optica vulgar, tal comose descreveu

na alinea B.4.a.
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B.5. Destituicao de populagoes linfocitarias formadoras

de rosetas

A metodologia foi baseada nos estudos originais de Parish & Hay
ward (1974), apresentando contudo, algumas modificacoes. Para a desti
tuicao de determinada populacao linfocitaria, 1 ml do eritrocito indi-
cador apropriado (a 1% em PBS) foi adicionado a igual volume de suspen
sao linfocitaria (3x]06 celulas/ml em PBS/ASB). Duas ou mais reacgoes
identicas foram realizadas simultaneamente com vista a evitar o uso de
grandes volumes de suspensao linfocitaria que se tornam menos eficien-
tes (Carvalho, 1983). Os diversos tubos contendo identicos reagentes
foram centrifugados durante 5 minutos, a 350 4 e a 49C, apos o que se
procedeu a incubacao de 1 hora sobre gelo. Ressuspenderam-se depois as
celulas com uma pipeta de Pasteur e juntaram-se todas as misturas celu
lares dos diversos tubos contendo identicos reagentes Colocaram-se de se
guida estas celulas sobre uma camada de 3 cm de altura de Ficoll-Hypa-
que (8=1,07) contido num tubo de centrifuga siliconado. Centrifugou-
-se a 250 g, durante 15 minutos e a temperatura ambiente. As rosetas,
bem como os eritrocitos livres formaram o sedimento, enquanto que na
interfase (sobrejacentemente ao Ficoll-Hypaque) se depositaram os 1in-
focitos que nao formaram roseta com os eritrocitos indicadores. Retira
ram-se os 1infocitos nao reactivos, lavaram-se duas vezes em PBS e res
suspenderam-se por fim em PBS/ASB, ajustando-os a concentragao de 2x1(p

celulas/ml para ulteriores reacgoes de roseta.

B.6. Culturas celulares

B.6.a. Estimulacao mitogenica (PHA)

Isolaram-se as celulas mononucleares a partir do sangue desfi-
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brinado (ver alinea B.1.), em condigOes assepticas. Apos centrifuga-
cao em Ficoll-Hypaque, as ceélulas mononucleares foram lavadas tres
vezes em meio RPMI 1640 e ressuspensas na concentracao de 2x106 cé]g
las/m1 em meio RPMI 1640 contendo 10% de soro humano AB (inactivado pe-
To aquecimento a 569C durante 30 minutos), penicilina (100 unidades
internacionais/ml), estreptomicina (100 nug/ml1) (Glaxo Laboratories,
Ltd., Inglaterra) e glutamina (0,3 mg/ml) (Sigma). Fitohemaglutinina
(PHA; Wellcome Diagnostics, Inglaterra) foi adicionada de forma aob
ter-se uma diluicdo final de 1/100. As celulas foram incubadas neste
meio durante 7 dias apos o que Se renovou o meio, contendo agora in-
terleuquina 2 produzida pela Doutora Carol 0'Toole que muito amavel-
mente no-la cedeu. Alimentaram-se as celulas em cultura de 4 em 4

dias com interleuquina 2 fresca.

B.6.b. Estimulacdo mitogenica (GAT)

Prepararam-se as celulas como na alinea B.6.a.. Adicionou-se
ao meio de cultura globulina anti-timocito (GAT) equina (Upjohn Co.,

Kalamazoo, Michigan, USA; Wechter e c01.,1979) na concentracao final

de 1/1000. As celulas foram mantidas em cultura coma anteriormente.

B.6.c. Estimulacao alo-antigenica

As celulas mononucleares preparadas como na alinea B.6,a. fo-
ram ajustadas a concentragao de 106 celulas/ml (celulas de resposta)
e adicionadas a um igual volume de celulas mononucleares alogenicas*
irradiadas (2000 rad) e tambem ajustadas a concentragao de 108 calu-
las/ml (celulas estimuladoras). As celulas foram mantidas em cultura

como na alinea B.6.a,.

*Provenientes de diferente dador.
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B.6.d. Estimulacao por células autologas transformadas

por virus Epstei-Barr

Celulas mononucleares foram transformadas por virus Epstein-
-Barr (VEB) pela Doutora Carol 0'Toole que gentilmente no-las ce-
deu. Tal transformacao foi realizada pela incubacao de celulas mono-
nucleares com o sobrenadante da linhagem celular B95-8, rico em VEB,
e na presenga de ciclosporina A, tal como descrito por Bird e col.
(1981). Deixaram-se incubar estas ceélulas mononucleares durante 5 se
manas, de forma a gerarem-se agregados celulares que reflectiam a

transformacao e proliferacgdo das celulas.

Ao fim daquele tempo de incubagao, irradiaram-se (5000 rad)
as celulas transformadas por VEB (celulas estimuladoras) e adiciona-

b celulas/ml) de celulas mo-

ram-se a igual volume e concentracao (10
nonucleares autdlogas, extraidas e preparadas de novo como na alinea

B.6.a. (celulas de resposta).

Retiraram-se amostras das varias culturas celulares, em diver-
sos intervalos de tempo (como indicado nos "Resultados") para (i) de-
terminagao da proliferacao celular e (ii) observagdo da alteragao fe-
notipica das celulas; para tal, (i) determinou-se a timidina tritiada
incorporada pelas celulas (ver alinea B.6.e.) e (ii) realizaram-se re

accoes de roseta.

Para estas reacgOes, lavaram-se as celulas retiradas das cultu

ras em PBS por 3 vezes e ressuspenderam-se em PBS/ASB de forma a que
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a concentragao final ficasse a 2x106 celulas/ml.

B.6.e. Determinacao da timidina-3[H] incorporada nas

celulas em cultura

Retiraram-se amostras de 0,2 ml (triplicadas) das varias cultu-
ras e incubaram-se durante 18 horas com 1 uCi de timidina - 3EH](acti-
vidade especifica 20-25 uCi/mmol; Radiochemical Centre, Amersham Inter
national Ltd., Inglaterra). Terminado aquele tempo, as celulas foram
recolhidas por um colector automatico (Titertek Cell Harvester, Ale-
manha) e os discos de filtro contendo a timidina intracelular foram co
Tocados em 10 m1 de fluido de cintilagao. A radioactividade foi conta-
da num espectrometro de cintilagao 1iquida (Packard Tri-Carb Liquid-
-Scintillation Spectrometer, modelo 3320). 0 fluido de cintilagao con-
sistia numa mistura de 8 g de PPO (2,5-difeniloxazol), 200 mg de POPOB
D,4—bis-(5-feni10xazo]-2-i1)benzeno] » 1 litro de Triton X-100 e To-

lueno ate um volume total de 2 litros.

B.7. Ensaios imunoquimicos

B.7.a. "ELISA" para determinagao de anticorpos contracitomegalovirus

0s soros dos doentes receptores de enxerto cardiaco foram anali
zados pelo Laboratorio de Saude Publica (Public Health Laboratory) do

Addenbrooke's Hospital quanto a existencia de anticorpos contra citome

galo-virus (CMV), virus Herpes Simplex (VHS) e virus Epstein-Barr (VEB).

A técnica de fixagao do complemento foi usada na determinagao de anti-
corpos contra CMV e VHS, enquanto que anticorpos para VEB foram dete-

ctados por imunofluorescencia. Considerou-se haver sero-conversao quan-
do o aumento do titulo de reacgao (antigenio-anticorpo) era superior a

quatro.
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Quantificamos e qualificamos tambem os anticorpos contra CMV
no teste "ELISA" ("Enzyme Linked Immuno-sorbentassay"), que foiuma mo
dificacao do ensaio radioimune descrito por Kangro (1980). Para tal,
as fraccoes de IgM e IgG foram preparadas a partir dos soros por fil-
tracao em Sephacryl S 300. 0 antigenio de CMV OREA 04/05 e o seu con-
trol OREE 04/05 (Behring Diagnostics) foram diluidos em agua destilada:
1/50 para o ensaio de IgG e 1/10 para o de IgM. Colocaram-se 60 ul do
antigenio 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. Apos arrefecimento das placas, estas foram
tratadas com formalina a 10%, durante 5 minutos e a temperatura ambien
te. Lavaram-se as placas duas vezes em PBS contendo 0,08% (V/V) de
Tween 20 (Dulbecco). Para reduzir a ligagao nao especifica, incubaram-
-se as placas com PBS/Tween contendo 2% de soro normal de Coelho duran
te 18 horas, a 40C. Apos lavagem das placas com PBS/Tween, adicionaram-
-se a cada concavidade aliquotas de 50 ul de soro inteiro ou fracciona
do em diluicoes sucessivas (duplicadas) em PBS/Tween contendo 5% de so
ro normal de Coelho. As placas recobertas de antigenio fixado foram en

tio incubadas com os soros durante 1 hora a temperatura ambiente para

determinacdo de IgG e a 379C para a de IgM. Apos 3 Tlavagens com  PBS/
/Tween adicionou-se 50 ul de conjugado especifico de peroxidase na di-
luicdo optima, previamente determinada. Assim, usou-se: (i) soro anti-
-1gG humana, feito em Coelho (conjugado de peroxidase y-especifico;
P214, Dako) diluido 1/500 em PBS/Tween, contendo 5% de soro normal de
Coelho; (ii) soro anti-IgM humana, feito em Coelho (conjugado de pero-
xidase u-especifico; P 212, Dako) diluido 1/500 em PBS/Tween, contendo
5% de soro normal de Coelho.Fez-se incubaciode 1 hora a temperatura am-

biente para o ensaio de IgGe a 379C para 0 de IgM. Apos mais 3 Tlavagens



como as anteriores, adicionou-se a cada concavidade das placas 60 ul
de reagente corante: 100 mg de O-fenileno diamina (Sigma) misturadas
com 40 ul de peroxido de hidrogenio a 30% e 100 m1 de tampao citrato
0,075M a pH 5,0. Passados 20 minutos interrompeu-se a reacgao com
HyS0, 3M.

Leu-se a densidade optica (D.0.) a 492 nm num espectrofotome-

tro "Multiskan" (Flow Laboratories).

B.7.b. Ensaio de antiglobulina relacionada com infecgao

A metodologia foi baseada ma que Koritze col. (1980) desenvolveram no
nosso laboratorio. IgG human agregada pelo aquecimento foi conjugada
a eritrocitos humanos do grupo O tratados com quimotripsina (de pan-
creas bovino do tipo II, Sigma) usando o metodo do CrCl, (ver alinea
B.3.c.2). Estes foram titulados numa placa de microtitulagao contendo
diluicoes sucessivas de soro. Os titulos aglutinantes foram determina

dos como na alinea B.3.c.3).

B.7.c. Determinacao da IgM total

Determinou-se algG total pelo teste de. hemaglutinagao passiva e re-
versiva (ver alinea B.3.c,3)). Para tal, usaram-se eritrocitos de Car-
neiro tratados com tripsina e conjugados com a fracgao de IgG de soro

anti-IgM humana.

A especificidade do reagente foi tambem verificada num teste de
hemaglutinacao passiva e reversiva, tal como descrito por Coombs e col.
(1978). Os:titulos aglutinantes foram determinados como anteriormente

mencionado na alinea B.3.c.3).
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B.8. Metodologia estatistica usada no tratamento dos

resultados

0s dados obtidos nas reacgoes de roseta foram tratados estatis-
ticamente de acordo com os metodos descritos por Sokal e Rohlf (1967),
sendo a maioria dos resultados apresentados como medias aritmeticas in

cluidas nos respectivos intervalos de confianca ao nivel de 95%.

Para comparacao estatistica das medias foi utilizado o teste ¢
de Student, sendo consideradas significativas todas as diferengas em
que P >0,05, No caso particular em que o mesmo individuo foi testado
para dois tratamentos utilizou-se o"teste ¢ para comparagao emparelha-

dall.

Os limites de confianga para a media bem como os testes de si-

gnificancia foram efectuados nos dados normalizados por intermedio da

transformagao angular.

Todos os calculos estatisticos (excepto o teste t para compa-
racao emparelhada) foram realizados no Microcomputador TRS-80, perten
¢a do Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro, e cujos
programas foram cuidadosamente elaborados em Tinguagem Basic pela Prof.
Doutora Maria Helena Moreira, a quem agradecemos toda a excelente

colaboracao.
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IIT - RESULTADOS

A. ESTUDO DA INTERRELAGAO DE POPULAGOES LINFOCITARIAS
DE INDIVIDUOS SAUDAVEIS

1. Marcagao da populacao T

A populacdo ET, ou seja a populagao linfocitaria possuidora de
receptores de eritrocitos de Carneiro, conhecida como populagao T (Jon
dal e col., 1972; Figland, 1972; Papamichael e col., 1972) pode ser
identificada por eritrocitos tratados quer com AET (2-amino-etit-iso-
-tiouronio brometo hidrobrometo), ou com Nase (neuraminidase), ou com
papaina, ou mesmo com eritrocitos ndo tratados,desde que se usem as con

dicoes optimas de reacgao (39 Capitulo da tese de M.Sc., Carvalho,1983).

No presente trabalho pretendemos comparar a demarcacao da popu-
lacao linfocitaria E+Nase (definida pela reacgao de roseta E, com eri
trocitos de Carneiro tratados com neuraminidase) com a populagao de
linfocitos marcados com o anticorpo monoclonal (AcMc) YTH 12,5 na reac

cao de roseta antideterminante directa (RRAdD).

Para tal recolheu-se sangue de dadores voluntarios, cujos lin-
focitos isolados foram testados em paralelo na reacgao de roseta E e

na RRAdD.

0s valores médios das rosetas E' e das rosetas YTH' obtidos na
suspensao linfocitaria total e nas suspensces destituidas de celulas
B ou de celulas YTH' apresentam-se acompanhados dos respectivos inter
valos de confianga, cujos limites superior e inferior foram determina

dos ao nivel de 95% (Fig. 3.1.). Importa salientar que a media dos da
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Fig. 3.1. Comparagao entre a formacao de rosetas E e a de ro-
setas YTH nas seguintes suspensoes linfocitarias:
total, destituida de linfocitos B e destituida de
lTinfocitos YTH. Eritrocitos de Carneiro tratados com
neuraminidase (reacgao de roseta E) e eritrocitos de
Boi conjugados com AcMc YTH 12.5 (RRAdD) foram inde-
pendentemente levados a reagir com os linfocitos das
varias suspensoes celulares.

Os intervalos de confianga das medias foram calcula-
dos ao nivel de 95%,

N.S. As medias das amostras nao sdo significativamen
te diferentes (P>>0,05).
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dos pode nao coincidir com o ponto medio do intervalo de confianca
pois que tivemos de realizar o trabalho estatistico com os dados nor-
malizados pela "transformacao angular" (ver alinea B.8. de "Material

e Metodos").

Os testes de significancia da diferenca das medias efectuaram-
-se pelo método do "teste t para comparagao emparelhada" uma vez que
trabalhamos pares de dados (rosetas E e rosetas YTH) obtidos a partir

de cada dador (ver alinea B.8. de "Material e Metodos").

Com efeito, o teste t para comparagao emparelhada indicou que
as diferengas entre os pares de dados nao eram significativamente di
ferentes (P>>0,05) em qualquer das suspensoes celulares: (i) na sus-
pensao total ty5 = 0,52, com 0,5<P<0,9; (ii) na suspensao destituida
de linfocitos B t5=0,28, com 0,5<P<0,9; (iii) e na suspensao desti-

tuida de Tinfocitos YTH' t,=1,10, com 0,2 <P<0,4,

Nao sendo as diferencas significativas ( P>>0,05 )
concluimos que os eritrocitos de Carneiro (rosetas E) e o AcMc YTH

12.5 (rosetas YTH) detectavam identicas populacoes linfocitarias.

0 facto de as proporgoes de rosetas E e de rosetas YTH serem
semelhantes na suspensao celular total, nao indica por si so que o0s
eritrocitos ENage © ©S eritrocitos conjugados com o AcMc YTH 12.5
reajam com as mesmas celulas. No entanto a variacao em paralelo das
percentagens de rosetas E e de rosetas YTH tanto nas suspensoes linfo
citarias destituidas de celulas B como nas destituidas de células YTH'
(Fig. 3.1), sugere-ncs que os marcadores celulares (Enase € AcMc YTH12.5)

reagem com os mesmos linfocitos.

Pode pois concluir-se que ambos os indicadores celulares demar

cam a mesma populagao linfocitaria—a populagao de celulas T.
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2. Marcacgao de diversas populacoes linfocitarias

Com base nos resultados obtidos na alinea anterior, decidimos
prosseguir a identificacao dos linfocitos T pelo metodo da RRAdD,

usando o anticorpo monoclonal YTH 12.5,

Utilizamos tambem o anticorpo monoclonal YCL 6.8 conjugado a
eritrocitos de Boi, pelo metodo do CrC13, a fim de ser tambem usado
na RRAdD. Este AcMc & especifico para determinantes monomorficos da
molecula HLA-DR (Waldmann, comunicagao pessoal), molécula esta desi-
gnada por "la-Tike", ou simplesmente "Ia", por ser identica a molecu

la Ia do Rato.

A determinacao das condigoes optimas de reacgao dos eritroci-
tos conjugados com YTH 12.5 ou com YCL 6.8 foi assunto de estudo mi-
nucioso apresentado no 49 capitulo da nossa tese de M.Sc. (Carvalho,
1983). No presente trabalho usamos pois as condigoes optimas que se

descrevem nos "Material e Metodos" (alineas B.3.c. e B.4.b.).

Para marcacao dos linfocitos portadores de Ig de superficie
(1infocitos B) utilizou-se um anticorpo policlonal contra Ig humana
(Ig anti-Ig) feito em Carneiro. Esta Ig anti-Ig foi preparado no nos
so laboratorio e o metodo de reacgao de roseta antiglobulina directa
(RRAD) foi o descrito por Coombs e col. (1977) (ver alineas B.3.c. e

B.4.b. de "Material e Metodos').

A determinacao da proporgao de linfocitos que expressam a ca-
deia leve K de Ig (parte dos linfocitos B) foi realizada pelo metodo
de RRAdD com um anticorpo monoclonal especifico, anti-cadeia K humana

(x=Ck) feito em Murganho.
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0s linfocitos possuidores de receptores para a porgao F. da
IgG, foram detectados pela reaccao de roseta EA, usando eritrocitos
de Boi sensibilizados com anticorpo especifico (IgG purificada), fel

to em Coelho (ver alines B.3.b. e B.4.d. de "Material e Metodos").

Dos estudos realizados na suspensao linfocitaria isolada do
sangue de diversos dadores voluntarios, verificou-se que, da popula-
¢3o total de linfocitos, 75,1 ¥ 5,3 % (média ¥ SEM) (n=76) eram c&lu-
las T; 19,4 ¥ 6,49 (n=97 )eram celulas B; 13,8 16,19 (n=21) expressa
vam a cadeia leve K; 15,6 & 7,6% (n=66)possuiam 0 antigenio Ia; e

22,6 3,33 (n=21)expressavam receptores para F¢ .

Na Fig. 3,2. apresentam-se as medias das diversas populagoes
linfocitarias acompanhadas dos seus respectivos limites de confian-

¢ca determinados ao nivel de 95%.

Este estudo mostra a representatividade de cada populagao lin
focitaria (definida por marcador de membrana) na suspensao de linfo-
citos sanguineos. Dado que cada pooulacgdo & deerminala per si nao nos e
possivel concluir se algumas das celulas positivas para determinado

marcador o sao tambem para outro.

3. Determinacao da interpenetracao de pares de populagoes

E nosso proposito, nesta secgao, determinarmos a correlagao en
tre pares de populagoes linfocitarias definidas por marcadores de mem
brana.

s3o quatro as subpopulagdes que se obtem a partir de cada par de
marcadores de membrana. Assim, se considerarmos os mrcadores X e Z ,pode
mos delinear (i) a subpopulagao positiva para X mas negativa para 2

(x*z'), (ii) a subpopulagao duplamente marcada (x*z*), (iii) a posi-
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Fig. 3.2. Proporgoes das diversas populacoes linfocitarias
definidas por marcadores de membrana. Os linfoci
tos formam rosetas com eritrocitos de Boi conju-
gados com AcMc YTH 12.5 (linfocitoes T), com Ig
anti-Ig humana (linfocitos B), com AcMc anti-ca-
deia K human (linfocitos Ck') e com AcMc 6.8 (1in
focitos Ia'); os linfocitos formam tambem rosetas
com eritrocitos de Boi sensibilizados com anti-
-1g6 (1infdcitos RFc,’).
0s intervalos de confianca das medias foram deter
minados ao nivel de 95%.
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tiva para Z mas negativa para X‘(X-Z+) e (iv) a subpopulacao negati-

va para ambos os marcadores (X-Z-).

Foram dois os metodos aplicados na determinacao das 4 subpopu
lagoes linfocitarias. 0 meétodo da destituigdo celular (DC) foi desen-
volvido e discutido na nossa tese de M.Sc., quando aplicado ao estu-
do de populagoes linfocitarias do Rato (59 Capitulo da tese de M.Sc.,
Carvalho, 1983). A tecnica de reacgio de roseta mista (RRM) e
um metodo mais eficiente que a distituicao celular,e foi tambem
por nos desenvolvida nos 39 e 59 capitulos da mesma tese (Carvalho,
1983). A descricao de ambos os metodos, bem como as suas vantagens e

inconvenientes, encontram-se sumariamente apresentados na parte final

da "Introducao" do presente trabalho.

3 a. Correlacao entre as populagoes B e Ck+

Por definigao, os linfocitos B sao as celulas linfoides capa-
zes de sintetizar e expressar Ig endogena na superficie externa da
membrana. Todaviaa enumeracao dos linfocitos B &m sido motivo degrande contro
versia devido ao facto de alguns linfocitos (provavelmente nao B) te
rem a capacidade de adsorver Ig do meio pelos seus receptores de Fc

e darem portanto falsos resultados positivos de celulas B.

Sabe-se que 2/3 dos linfocitos B segregam e expressam a cadeia
K de Ig e que o outro 1/3 segrega e expressa a cadeia )\ . Se
nas nossas condicoes de experiencia houvesse linfocitos que adsorves
sem Ig citofilica do meio, aqueles linfocitos ficariam revestidos de
variadas Igs, umas Igs constituidas por cadeias K e outras por ca-

deias A. Isto porque o processo de adsorgao e de natureza nao especi



fica.

No presente estudo realizamos a RRM com o AcMc anti-cadeia K
(marcador de linfocitos Ck+) e a Ig anti-Ig humana (marcador de 1in
focitos Ig*). A observacdo de uma proporcio de linfocitos Ck* supe-
rior a 2/3 relativamente as células Ig', indicaria que o AcMc esta-
va a detectar nao so as verdadeiras celulas B produtoras de Ig de
cadeia K, mas tambem outros linfocitos que haviam adsorvido inespe-

cificamente cadeias K e A de Ig.

0s resultados do Quadro I mostram, tal como se esperava, que
todas as celulas Ck+ se incluem na populagao B (subpopulagao B+Ck+)
porquanto a subpopulagao B-Ck+ era inexistente. A subpopulagao
B+Ck' corresponde a 10,3 © 3,1% (variando entre 7,0% e 15,5%) dos
linfocitos totais enquanto que a subpopulagao B+Ck+ representa
20,8 T 7,3% (variando entre 9,0% e 32,5%) dos linfdcitos. Por conse
guinte, a subpopulagao duplamente marcada (B+Ck+) constitui 65,96 ¥
: 6,40% (variando entre 52,94 3 75,81%) da populagao B total. A re-
lacao entre as duas populagoes, B e Ck+ , encontra-se representada

no diagrama da Fig. 3.3-A.

Estes resultados mostram pois que alem de todas as celulas
Ck+ serem Ig+ (B), representam tambem cerca de 2/3 (ou 66%) das ce-

lulas B.

Podemos pois concluir que nas condigoes em que realizamos as
experiencias, nao € provavel que tenha havido adsorcao de Ig citofi-
lica pelos receptores Fc dos linfocitos. Deste modo, podemos con-
cluir que os linfocitos marcados pela Ig anti-Ig humana sao verdadei
ros linfocitos B, celulas estas produtoras e possuidoras de Ig na su

perficie externa da sua membrana.

83



QUADRO I

As quatro subpopulagoes obtidas por RRM entre o marcador de

celulas B (Ig anti-Ig humana) e o de células Ck+ (AcMc anti-Cy).

Percentagem da suspensao

Percaptagem das
B

celulas
+

DADOR linfocitaria total B & CE 5
Tambem Cy~ | Tambem B
BY ek | stoet | BTCt| BTCk” _E:EB: x100 E:EB: x100
8" (@) | ¢ (b)
8 8,0 9,0 0,0 | 83,0 52,94 100,00
9 7,0 | 11,0 0,0 | 82,0 61,11 100,00
1 7,0 17,5 0,0 | 75,5 71,43 100,00
10 10,0 19,5 0,0 | 70,5 66,10 100,00
12 12,0 19,5 0,0 | 68,5 61,90 100,00
13 10,0 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 1,5 | 28,5 0,0 | 60,0 71,25 100,00
20 15,5 | 32,5 0,0 | 52,0 67,71 100,00
“opM= [10,3%3,1] 20,8%7,3| 0,0%0,0{69,0%9,9 || 65,96%,40 | 100,00%0,00

(a) a populagao B* & dada pela soma das subpopulacdes B+Ck' e

B+Ck+

(b) a populagao Ck+ e dada pela soma das subpopulagoes B+Ck+ =

B-Ck+

NOTA: A intercepgao da populagao B com a populagao Ck+ e dada

pela subpopulagao B+Ck+
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Fig. 3.3. Diagrama mostrando a correlacao das populagoes:
(A) Be Ck+: subpopulagoes B+Ck' (7)), B+Ck+ (22),
e B'Ck ()

(B) Cx' e T: subpopulacoes Ck+T“ () Ck i i (W,
G T (=) e 67T (D)

(C) BeT: subpopulacies B'T™ (%), (ZZ),
BTTY (=) e 87T (O).

Note-se que a subpopulagao Ck+T+ (2,1 % 1,7%) corres-

ponde a cerca de 2/3 da subpopulagao g1t (3,9 g 2,7%).
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3.b. Correlacao entre as populagoes Be T

Tem sido descrita a existencia de uma pequena proporgao de Tin
focitos que expressam simultaneamente marcadores de celulas B e de ce

lulas T, ou seja, Ig de superficie e receptores para eritrocitos de

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

1978-a). Por outro lado tem sido tambem referida uma populagdo que nao
expressa qualquer daqueles marcadores, a 'populagao nula, como foi pri-
meiramente designada por Froland e Natvig (1973). A existencia desta
populacao tem sido no entanto negada por Haegert (1978-a; 1978-b) e
Pepys e col. (1981).

As populagoes B e T tem sido determinadas por contagens indepen

dentes das células B e T, numa mesma suspensao linfocitaria: se a soma
das proporcgoes encontradas atingirem os 100%, nega-se a existencia da
populagao nula; pelo contrario, demonstra-se a existencia de tal popu-
lagao quando a soma das proporcoes de B e T & menor que a totalidade

dos linfocitos.

No nosso estudo procedemos a realizagao de marcagao dupla, isto
e, utilizamos simultaneamente dois marcadores celulares. Tanto o meto
do de destituicao celular como o metodo de reacgao de roseta mista
(RRM) permitiram nao so determinar as proporgoes de linfocitos B e T,
como tambem nos informaram relativamente as proporgoes da populagao

duplamente marcada, B'T", e da populacdo nula, BT .

0 Quadro II mostra que os linfocitos B que nao expressam o an-
tigenio YTH 12.5 (subpopulagao B'T”) constituem 9,3%3,1% da populagio
linfocitaria (variando entre 5,0% e 14,0%) de acordo com os resulta-

dos obtidos pelo metodo de destituigao celular; ou 14,9%7,1% (varian
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QUADRO II

As quatro subpopulacoes obtidas por destituicao celular (a) e por RRM (b)
entre o marcador de linfocitos B (Ig anti-Ig humana) e o de linfocitos T
(AcMc YTH 12.5)

Sercentagem 48 Suspansie Percentagem das celulas
linfocitaria total 8_ T
também T também 8
7000 DADOR [ 8'T” a'r? 8T ‘R ‘E:Ii;" 190 ’E:l%:’ % 100
1 10,0 0,0 34,0 6.0 0,00 0,00
1 14,0 2.0 59,0 17.0 0,00 0,00
2 7.0 1.0 58,0 14,0 12,50 1,70
3 5,0 6.0 78,0 11,0 54,55 7,14
a . 12,5 6.5 7.0 4,0 4,21 7.78
5 8.5 7.0 67,5 17,0 45,16 9,40
6 3,5 3.0 7,0 12,5 18,48 10,13
6 12,0 3.0 74,0 6,0 40,00 3,76
7 6,0 3,0 77,5 1.5 50,00 10,40
o | 9303077 s.0f377| 72.9%7.8" [12.3%9,3" 32,76%22,39" 6.26%4 42"
“€7300 DADOR [ 8°T 8'r* BT’ 3’1’ 8'r- X100 s’y’”co
"/‘B. r"
3 10,0 0,0 79,0 1,0 5,70 0,30
3 3.0 1.0 30,0 0.0 i 19,00 1.10
10 13,0 1.0 31,0 &9 7,14 ).22
n 14,2 1.0 76.0 3,0 5,67 1,10
12 18.0 2.0 53,0 12,0 12,00 2.36
1 22,5 3,0 £3,0 5.5 11.76 1.7
b 14 17,5 1,0 12,0 A , 19,63 1,0
3 3.0 5,0 23,0 31,9 ! 35,210 4,62
15 26,49 5.0 n7.,0 2. 16,13 £, 34
18 2.0 5.0 03,0 5.0 15,62 7.35
17 5.5 5,0 52,0 21,5 47,61 7,46
6 9,0 7.0 70,0 14,0 43,75 3,09
6 n.0 3.0 70,0 16,0 57,18 10,26
18 12,0 3,0 76,0 4,0 10,00 3,52
Rom 19,970 3.9%207 ] natea’fio0%,8" 22,58%18,26" 5,28%3,58"

Em cada subpopulacao as medias obtidas pelos metodos a e b nao sao significa-
tivamente diferentes:

* ao nivel de 95% (P>0,05)

** ag nivel de 99% (0,01<P<0,05)



do entre 5,5% e 27,0%) quando determinado por RRM.

A populacao que expressa Ig de superficie e o antigenio YTH
12.5 (subpopulagao 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 linfocitos totais,
conforme determinado, respectivamente, por destituig¢ao celular ou por

RRM (Quadro II).

A subpopulagdo B T & constituida pelos linfocitos que contém
o antigenio YTH 12.5 e que ndo expressam Ig. Esta subpopulagao BTt
representa 72,9%7,69% (variando entre 58,0% e 84,0%) ou 71,1%9,1% (va
riando entre 53,0% e 90,0%) dos linfocitos totais, tal como determi-

nado, respectivamente, por destituigao celular ou por RRM (Quadro II).

Finalmente a subpopulagao B'T constitui a denominada popula-
c3o 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 linfocitos
como calculado, respectivamente, pelo metodo de destituicao celular

ou por RRM (Quadro II).

A analise da significancia das medias foi realizada nos dados
normalizados pela transformacao angular (ver "Material e Metodos").
As medias obtidas por destituicao celular e por RRM nao diferem signi
ficativamente (P>0,05), considerando as subpopulagoes B BT
BT (Quadro In*). No entanto, as medias encontradas pelos dois meto-
dos para a subpopulacdo B'T™ sdo significativamente diferentes ao ni
vel de 95%, mas ja nao o sao, contudo, ao nivel de 99%, pois que

0,01<P<0,05 (Quadro II,**).

As medias obtidas pelos dois metodos de marcagao dupla foram

integradas no diagrama da Fig. 3.3.-C. Deste diagrama torna-se eviden
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te a semelhanca da demarcacao das subpopulagoes linfocitarias. Apenas
a subpopulagao B 1" surge ligeiramente menor quando determinada
pelo metodo de destituicao celular, em comparacao com o estudo

realizado por RRM.

Deste trabalho pode pois concluir-se que ha de facto uma popu
lagao de Tinfocitos que nao so expressa Ig de superficie (marcador de
celulas B) como tambem possui o antigenio YTH 12,5 (marcador de ce-
Tulas T). Esta subpopulagao BT constitui pois a intercepcao das

populagoes B e T.

A existencia da populagao nula & tambem evidente, embora esta
seja bastante variavel de dador para dador. Na nossa casuistica regis

tamos um dador que a nao possuia (n® 9, Quadro II).

Observa-se ainda do Quadro II que a subpopulagao duplamente
marcada (B*T) constitui 32,76%22,99% ou 22,58%18,26% (conforme o mé-
todo utilizado: destituicao celular ou RRM, respectivamente dos lin-
focitos B, variando entre 0,00% e 60,00% (destituigao celular) ou en

tre 0,00% e 57,14% (RRM).

Do mesmo modo, a subpopulagao g1t representa 6,26f4,42% ou
5,28%3,58% (método de destituicdo celular ou por RRM, respectivamen-
te) da totalidade dos linfocitos T, variando no primeiro metodo de

0,00% a 10,40% e no segundo de 0,00% a 10,26% (Quadro II).
3.c. Correlagao entre as populacoes T e Ck+
Neste estudo pretendemos determinar a correlagao entre os lin

focitos T (marcados pelo AcMc YTH 12,5) e os linfocitos que expressam

a cadeia K da Ig (marcados pelo AcMc anti-Cg).
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Verificamos que apenas uma reduzida populagao de linfocitos ex
pressava ambos os marcadores (2,1%1,7%, variando de 0,0% a 6,0%) (Qua

dro III e Fig. 3.3-B).

Comparando esta subpopulacao T+Ck+ com a subpopulagao Tt
(Quadro II-b e Fig. 3.3-C) verifica-se que a media observada de T+Ck+
(2,1%1,7%) (Quadro III e Fig. 3.3-B) se aproxima dos 2/3 calculados a
partir da média de T'B" (3,9%2,7% x 2/3 = 2,6°1,8%), media esta cal-

culada mas que se aproxima da obtida pelo metodo de RRM.

Estes resultados confirmam as conclusoes anteriormente referi-
das: (i) existe uma subpopulagao de linfocitos que expressa ambos o0s
marcadores de células B e de células T (B'T*) e (i1) ndo ocorreu ad-
sorgao de Ig citofilica por celulas "nao-B". Se tivesse havido adsor-
cao de Ig do meio pelos receptores de Fc dos linfocitos, esta seria
naturaimente nao especifica o que levaria a encontrarmos (contraria-
mente ao observado) uma subpopulagao T+Ck+ muito superior a 2/3 da

subpopulacao i

3.d. Correlacao entre as populagoes B e Ia*

0 antigenio HLA-DR, "Ia-like" ou simplesmente Ia tem sido dete
ctado na superficie externa dos linfocitos B, dos monocitos e das ce-
lulas da populacao nula (Winchester e col., 1975.; Humphreys e col.,

1976; Winchester e col., 1976; Schlossman e col,, 1976).

Foi objectivo desta alinea verificar se os linfocitos B (celu-
las que, por definigao, sintetizam e expressam Ig de superficie) tam-
bem podem ser identificados pela presenga do antigénio Ia. 0 mesmo e
perguntar se a populagdo de células B e a de celulas Ia* sdo uma e

a mesma populagao linfocitaria.
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QUADRO ITI

As quatro subpopulacoes obtidas por RRM, entre o marcador de celulas T (AcMc YTH 12.5)

e o de celulas Ck+ (AcMc anti-C, ).

Percentagem da suspensao

linfocitaria total

Percentagem das celulas

0 C*
tambem Ck+ tambem T
DADOR (" (- S T'c," x 100 et x 100
i ,/’E;;
8 71,0 0,0 7,0 22,0 0,00 0,00
9 89,0 1,0 8,0 2,0 1,11 22,22
1 75,0 1,0 10,5 13,5 1,32 17,39
10 81,0 1,0 13,5 4,5 1,23 6,70
12 76,0 2,0 9,0 13,0 2,56 18,18
13 73,0 2,0 8,0 17,0 2,67 20,00
14 75,0 2,0 6,5 16,5 2,60 2,35
6 73,0 3,0 10,0 14,0 3,94 23,08
6 61,0 3,0 12,0 24,0 4,69 20,00
18 78,0 6,0 8,0 8,0 7,14 42,85
XopM | 75,2%7,2  2,1%1,7  9,3%2,2  13,5%7,1 2,73%2,08 19,27%11,17

L6
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Procedemos pois a analise de células B e de células Ia' exis-
tentes nas tres suspensoes linfocitarias: (i) total, (ii) destituida
de células B e (iii) destituTda de células Ia (Fig. 3.4). 0 méetodo
estatistico de "comparacao emparelhada" (ver alinea B.8, de "Material
e Metodos") permitiu-nos relacionar as proporgoes de celulas B com as
de células Ia’ para cada dador. Assim, os cilculos estatTsticos indi
caram que as diferengas entre os pares de dados (proporcao de células
B e de céelulas Ia+) em cada dador eram significativamente diferentes:
na suspensao linfocitaria total essa diferenca € muito evidente pois
que P<<0,05 (0,001<P<0,01); nas suspensoes destituidas de ceélulas B

e de calulas Ia* P<0,05 (0,02<P<0,05) (Fig. 3.4).

Deste estudo pode pois concluir-se que a populagao de 1inf6ci
tos que expressa Ig de superficie e distinta da populacao que expres

sa o antigénio Ia.

Para determinarmos a relacao entre aquelas duas populagoes pro
cedemos a determinacao das quatro subpopulacdes (B'Ia, 8'1a%, B 1a e
B'Ia") pelos métodos de destituicao celular e de RRM (Quadro IV), As
médias das subpopulagoes obtidas pelos dois metodos nao sdao signifi-
cativamente diferentes pois que em todos os casos o teste t de Stu-

dent mostrou que P>0,05,

A subpopulacdo B¥Ia™ constitui 10,1%5,1% (variando entre 2% e
16,5%) ou 8,0%5,9% (variando entre 2,0 e 16,0%) dos linfocitos to-
tais conforme, respectivamente, determinado pelo metodo de destitui

¢ao celular ou RRM (Quadro IV).

A subpopulagao duplamente marcada B 1a* representa 7,7t4,6%
(variando entre 2,0%e 14,0%) ou 11,8%7,0% (variando entre 3,0% e

27,0%) de acordo com o metodo aplicado, destituicao celular ou RRM,
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Fig. 3.4.

Destituida

Comparagao entre a proporgao de linfocitos que expressam
Ig de superficie (celulas B) e o antigenio Ia (celulas
Ia+), nas seguintes suspensdes linfocitarias: total, des
tituTda de linfocitos B e destituTda de linfocitos Ia'.
Eritrocitos de Boi tratados com papaina e conjugados com
Ig anti-Ig humana (marcador de celulas B) ou com AcMc
YCL 6.8 (marcador de celulas Ia+) foram independentemen-
te levados a reagir com linfocitos das varias suspensoes
celulares.
Os intervalos de confianga das medias foram calculadas ao
nivel de 95%.
0 "teste t para comparagao emparelhada" indicou que as di
ferengas entre os pares de dados (proporgao de celulas B
e de células la*) de cada dador sdo significativamente di
ferentes: * P <<0,05:0,001<P<0,01

** pP<0,05 :0,02<P<0,05
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QUADRO IV

As quatro subpopulagdes obtidas por destituigao celular (a) e por
RRM (b) entre o marcador de linfocitos B (Ig anti-Ig humana) e o
de Tinfocitos Ia' (AcMc YCL 6.8).

Percentagem da suspensio Percentagem das celulas

linfocitaria total ] N la
tambem [a tambem B
o ¥ oo+
METODO  DADOR  B'Ia” 8*1a* 871" B1a” A L ERAse RiRas
B Ta
1 7.5 2,0 2,5 88,0 2.1 44,44
2 14,0 3,0 0,5 82,5 17,65 85,71
2 13,5 3.8 0,5 82,5 20,59 87.50
1 16,5 5.5 4,5 71,5 25,00 55,00
a 3 2,5 7.5 3,0 37,0 75,00 71,43
3 2,0 8,0 2,0 88,0 30,00 30,00
6 12,5 12,0 13,0 62,5 48,98 48,00
6 1,0 13,5 5,0 70,5 55,10 72,97
6 1,0 14,0 11,0 64,0 56,00 56,00
Yoem  100%s.1" 7,7%a,6"  4,7%a,5"  77,6%10,2" 12,2787, 11" 66,76%16,3"
L S . +
METODO  DADOR  8'ra” gtla* B8 1a* 87 la" il Bls - = 100
B Ia
| 12,0 3,0 2,5 82,5 20,00 54,55
21 11,0 7,0 1,0 71,0 18,89 13,89
3 5,0 9,0 3,0 83,0 64,29 75,00
22 2,0 11,0 7,0 80,0 84,62 61,11
b 22 2,0 11,0 3,0 84,0 84,62 78,57
4 2,0 13,0 0,5 84,5 26,67 96,30
6 14,0 13,0 4,0 §9,0 18,15 76,47
23 16,0 27,0 4,5 52,5 62,79 85,71
*
TtoeM  8,0%5,9"  11,8%7,0°  4,3%3,3"  7s.etna’ 61,30%24,30" 70,80%18,40

Em cada subpopulagio as medias obtidas pelos métodos a e b ndo sdo significativamente diferentes

(*): P>0,05.
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respectivamente (Quadro IV).

A subpopulagao B Ia* constitui 4,714,5% (variando entre 0,5% e
13,0% se determinada por destituicao celular e 4,3%3,3% (variando en-

tre 0,5% e 11,0%) se determinado por RRM (Quadro IV).

Finalmente, a subpopulagao negativa para ambos os marcadores
corresponde a 77,6f10,2% (variando entre 62,5% e 88,0%) ou a 75,8111,1%
(variando entre 52,5% e 84,5%) conforme determinado por destituigao

celular ou por RRM (Quadro IV).

Na Fig. 3.5-A apresenta-se o diagrama das medias das quatro
subpopulagoes obtidas pelos dois metodos: destituicao celular e RRM.
Nesta Fig. 3.5-A tornam-se claramente evidentes os linfocitos B que
nao sao Ia’ (subpopulacido B*1a™) e os linfécitos Ia* que ndo expres-
sam Ig de superficie (subpopulacao B'Ia*). A subpopulacdo duplamente
marcada surge ligeiramente mais alargada (11,8f7,0%) quando determina

da por RRM do que quando obtida por destituicao celular (7,7%4,6%).

Relacao  Metodo

0 50 100
[ T T T T T T T T T |
7 destituicio
2 celular
Al B vs Ia
T
// RRM

l[avs T RRM

Fig. 3.5 - Diagrama mostrando a correlagao das populagoes:
(A) B e 1a*: subpopulacdes B Ia~ (\), B*1a* (X,

121" (=) e 17T ().



0 presente estudo confirma que a populacao de linfocitos B &
distinta da populag3o de linfocitos Ia', se bem que a intercepgao das
mesmas (dada pela subpopulagao B+Ia+) seja relativamente elevada., De
facto, observa-se que a subpopulacao duplamente marcada corresponde a
42,27127,11% (por destituigao celular) ou a 61,3d%t24,30%(porRRM) dos
linfocitos B (Quadro IV); do mesmo modo, verifica-se que 66,76t16,30%
(por destituicdo celular) ou 70,80%18,40% (por RRM) dos linfocitos Ia*

possuem tambem Ig de superficie.
3.e. Correlacdo entre as populacdes T e Iat

A existencia de uma pequena proporcao de linfocitos T possuido
res de antigenio Ia na sua membrana externa tem sido mMotivode alguma
controversia. Evans ¢ col. (1978) em ensaios de citotoricidade(em que
mediram a libertacao de S1cr dos linfocitos lisados com anti-soros po
liclonais e complemento) e Reinherz e col. (1979) usando anticorpos
monoclonais no FACS (Fluorescence-activated cell sorter) nao detecta-
ram aquela populacao duplamente marcada T'1a*, Pelo contrario, outros
investigadores (Albrechtsen, 1977; Fu e col., 1978; Yu e col., 1980,
Schuurman e col., 1980) demonstraram a existencia de uma proporgao de
4-10% dos linfocitos T em repouso que expressavam o antigenio Ia+,

usando anti-soros e imunofluorescencia indirecta,

Naqueles estudos os linfocitos T eram inicialmente isolados

apos o que realizavam o teste para determinagao do antigenio Ia.

No nosso estudo aplicamos o método de RRM em que fizémos rea.

gir simultaneamente o indicador de linfocitos T (AcMc YTH 12.5 con-

jugado a eritrocitos fluorescentes de Boi) e o marcador de linfocitos
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Ia’ (AcMc YCL 6.8 conjugado a eritrocitos de Boi nao fluorescentes).

Observamos uma populacdo de 3,4%2,0% (variando entre 1,5% e
7,0%) de linfocitos que apresentavam os antigénios YTH 12.5 e YCL 6.8,
isto &, linfocitos T'Ia* (Quadro V e Fig, 3.5-B). Esta subpopulagao
corresponde a 4,12%2,36% (variando entre 2,14% e 8,33%) dos linfoci-
tos T e a 21,03%12,33% (variando entre 6,21% e 42,86%) dos linfocitos

Ia+.

0s nossos resultados confirmam pois a descrigao de outros auto
res (Albrechtsen, 1977; Fu e col., 1978; Yu e col,, 1980; Schuurman e
col., 1980) sobre a subpopulagao de linfocitos T (4-10%) que expressa
o antigénio Ia'.

Do Quadro V tambem se observa que dos linfocitos totais: 71,2t
15,4 (variando entre 62,0% e 81,0%) constituem a subpopulacdo Tt1a";
15,4t8,9% (variando entre 3,0% e 31,0%) formam a subpopulagao T'Ia+;
e 9,2%8,0% (variando entre 1,0% e 27,0%) representam a subpopulagao

TIa .
3.f. Correlacao entre as populagoes B e RFcY+

Receptores de membrana para a porgao Fc da IgG (RFcY) tem si-
do detectados em linfocitos B (Dickler e Kunkel, 1972), tendo al-
guns autores sugerido que os RFcY se restringiam a populagao B (C1i

ne e col., 1972; Jondal, 1974).

Nesta seccao apresentamos a correlagao da populagao B (linfo-
citos que expressam Ig de superficie) com a populagao RFcY+. Para tal
usamos a RRM com eritrocitos de Boi conjugados com Ig anti-Ig humana

(marcador de células B) e eritrocitos de Boi revestidos de IgG (puri
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QUADRO V

As quatro subpopulacoes obtidas por RRM entre o marcador de linfocitos T (AcMc YTH 12.5)

e o de linfocitos Ia* (AcMc YCL 6.8).

Percentagem da suspensao Percentagem das celulas
linfocitaria total - Tat
tambem Ia* tambem T
pADOR | T~ T2t Tt TTIa” T:fﬁ%;f L ‘Iii%g;x oL
12 69,0 1,5 22,0 a3l 2,14 6,38
78,0 2,0 7,0 13,0 2,50 22,22
81,0 2,0 73D 9,5 2,41 21,05
16 78,0 2,0 17,5 2,5 2,50 10,26
3 71,0 2,0 10,5 16,5 2,74 16,00
14 72,0 2,0 25,0 1,0 2,70 6,90
15 66,0 2,0 30,5 1.5 2,94 6,21
1 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
20 62,0 5,0 31,0 2,0 7,46 13,89
20 66,0 6,0 18,0 10,0 8,33 25,00
8 69,0 6,0 8,0 17,0 8,00 42,86
13 76,0 750 14,5 25 2,86 32,56
XDPM | 71,2%5,4 3,4t2,0 15,4%8,9 9,2%8,0 4,12%2,36 21,032 12,30
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ficada) especifica para estes eritrocitos (marcador de celulas RFcY+)

(ver alinea B.3.b. de "Material e Metodos").

0 Quadro VI e a Fig. 3.6-A apresentam as subpopulacoes encon-
tradas: 5,9%2,7% dos linfocitos totais (variando entre 2,0% e 11,0%)
expressam Ig de superficie mas nao possuem RFCY+; 18,1f4,6% dos 1in-
focitos (variando entre 11,0% e 22,5%) expressam ambos os marcadores
de celulas B e de celulas RFcY+ . 4,4%2.8% da populacdo linfocitaria

(variando entre 1,5% e 8,5%) possui RFcY+ mas nao expressa Ig de su-

Relacao Metodo

| B vs RFc_ RRM

RFCY vs T RRM

Ia vs RFcY RRM

Fig. 3.6 - Diagrama mostrando a correlagao das populacoes:

(A) B e RFcY+ : subpopulacoes BFe™ (), BYFct (888,

B Fct e B'F¢” ().
(B) RFcY+ e T : subpopulacdes Fc'T”
FETY (=) e FTT (D)

+

(C) Ia" e RFcY+: subpopulacoes Ia'Fc™ (&), Ia'Fc' (i)

) e Fc' T ().

la Fc'
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QUADRO VI

As quatro subpopulacoes obtidas por RRM entre o marcador de linfocitos B (Ig anti-Ig humana)

e o de linfocitos RFcY+ (IgG purificada, revestindo eritrocitos de Boi)

Percentagem da suspensao Percentagem das celulas
linfocitaria total B Fct

tambem Fc* tambem B*

LI P B" Fc'_ x 100 B* Fct x 100

DADOR B'Fc”  B'Fc’  BF¢t  BFc P et
10 11,0 11,0 2,5 75,5 50,00 81,48
14 6,0 13,0 8,5 72,5 66,67 60,47
12 5,0 17,5 6,0 71,5 77,78 74,47
1 6,0 18,5 2,5 73,0 75,51 88,10
13 6,0 21,5 1,5 71,0 78,18 93,61
15 5,5 22,5 2,5 69,5 80,36 91,84
20 2,0 22,5 7,5 68,0 91,84 76,67

¥ fppM 5,9%2,7 18,1%4,6 4,4%2,8 71,6%2,4 74,33513,00 80,95%11,62

00l
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perficie; e 71,6%2,4% dos 1infdcitos n3o possuem Ig de superficie nem

RFcY (variando entre 68,0% e 75,5%) (Quadro VI).

Embora sejam elevadas, tanto a proporcao de linfocitos B que ex
pressam receptores FcY (74,33t13,00%, variando entre 50,00% e 91,84%)
como a proporgao de linfocitos RFcY+ que expressam Ig de superficie
(80,95t11,62%, variando entre 60,47% e 93,61%), estes resultados indi-
cam que as populacoes B e RFcY+ nao sao a mesma. Pelo contrario, ha
cerca de 25,67% (100% - 74,33%= 25,67%) de celulas B que n3ao possuem
receptores FcY e cerca de 19,05% (100%-80,95%= 19,05%) de linfocitos

RFcY+ que nao pertencem a populagdo B.
3.g. Correlagao entre as populagdes T e RFCY+

Foi em 1974 que pela primeira vez se observou que uma reduzida
proporgao de linfocitos T seriam portadores de RFcY (Brown e Greaves,
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 existencia de tal subpopulagao.

Neste nosso trabalho pretendemos calcular a proporgao de linfo-

citos que sao simultaneamente T e RFCY+'

0 Quadro VII e a Fig. 3.6.B mostranas quatro subpopulagoes en-
contradas na correlagao da populagao T com a RFcY+. Pode pois observar-
-se que os linfocitos T que nao expressam receptores FcY (subpopulagao
T+FQ;) correspondem a 69,7t7,4% (variando entre 60,0% e 82,0%) da sus-
pensao linfocitaria total. A subpopulagao duplamente marcada (T+Fq:)
constitui 4,6f2,4% (variando entre 2,0% e 8,0%) dos linfocitos totais.
S3o 17,6%6,4% (variando entre 10,5% e 29,0%) os linfocitos que possuem

= . B o -+
receptores de FcY mas que nao expressam o antigenio YTH 12.5 (T FqY).



QUADRO VII

As quatro subpopulagoes obtidas por RRM entre o marcador de linfocitos T (AcMc YTH 12.5) e

o de linfocitos RFcY+ (IgG purificada, revestindo eritrocitos de Boi).

Percentagem da suspensao Percentagem das celulas
Tinfocitaria total T Fet
tambem Fc' tambem T~
. .. . o Tt x 100 T'Fet_ x 100
DADOR T Fe T Fc T Fc T Fc i 4
T Fc
12 62,0 2,0 29,0 7,0 3,13 6,45
11 70,0 2,0 15,0 13,0 2,78 11,76
10 82,0 3,0 10,5 4,5 3553 22,22
15 68,0 4,0 20,0 8,0 5,56 16,67
13 60,0 6,0 21,0 13,0 , 9,09 22,22
20 74,0 7,0 16,5 2,5 8,64 29,79
14 72,0 8,0 11,0 9,0 10,00 42,10
X*DPM |69,7%7,4 4,6%2,4 17,6%6,4 8,1%4,0 6,1023,09 21,60%11,80

¢01
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As celulas que ndo expressam qualquer daqueles marcadores (T Fc ) re-

presentam 8,1%4,0% (variando entre 2,5% e 13,0%) dos linfocitos totais.,

Do mesmo Quadro VII, verifica-se que apenas 6,10t3,09% (varian-
do entre 2,78% e 10,00%) dos linfocitos T possuem receptores para a por
cao Fc da Ig. Por outro lado, observa-se tambem que 21,60%11,80% (va-
riando entre 6,45% e 42,10%) dos linfocitos RFcY+ expressam o antige-

nio YTH 12.5 (marcador de células T).

Deste estudo pode pois concluir-se que a subpopulagao de linfo-
citos T possuidora de receptores FcY corresponde a 4,6t2,4% da popula-

¢ao linfocitaria total ou a 6,1023,09% dos linfocitos T.
3.h. Correlacao entre as populacdes Ia e RFcY+

Nesta ultima alinea de correlacao de populagoes linfocitarias
foi nossa intensao determinar a intercepcao  da  populagao de linfo
citos que expressam o antigenio Ia e a que possui receptores para a

porcao Fc da Ig.

Realizamos pois a RRM entre os marcadores de populagoes 1at e

RFCY+, cujas subpopulacoes se encontram no Quadro VIII e na Fig. 3.6-C.
A subpopulagao la*Fe” representa 12,7%4,3% (variando entre 5,0% e
18,5%) dos linfocitos totais, Os linfocitos duplamente marcados (Ia‘Fc’)
correspondem a 14,1f4,4% (variando entre 8,0% e 20,0%) da populagao
linfocitaria total. Sdo 6,9%4,1% (variando entre 2,5% e 15,0%) os linfo
citos que expressam Rch+ mas que nao possuem o antigenio Ia (Ia'Fc+).
Finalmente os linfocitos desprovidos de Ia e de RFcY (Ia'Fc¢") represen
tam 66,4%5,4% (variando entre 62,5% e 74,5%) da suspensdo linfocitaria

total.



QUADRO VIII

As quatro subpopulacoes obtidas por RRM entre o marcador de linfocitos Ia* (AcMc YCL 6.8)

o de linfocitos RFcY+ (IgG purificada, revestindo eritrocitos de Boi).

Percentagem da suspensao Percentagem das celulas
linfocitaria total Iat Fc™
tambem Fc' tambem Ia*
i te A
DADOR | Ia*Fc” la*Fc* laFct IaTF¢ be % 1R e Al
Ia Fc
14 12,5 8,0 15,0 64,5 39,02 34,78
10 10,0 10,0 5.5 74,5 50,00 64,52
11 15,5 12,0 5,5 67,0 43,64 68,57
20 18,5 135 9,0 59,0 42,19 60,00
12 5,0 17,0 6,0 72,0 717,27 73,91
13 15,0 18,0 4,5 62,5 54,55 80,00
15 12,5 20,0 2.5 65,0 61,54 88,89
Yoem | 12,7%4,3  14,1%4,4 6,9t4,1 66,4%5,4 52,60%7,25 67,24%17,28

v0l
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De toda a populagio Ia*, apenas 52,60%7,25% (variando entre
39,02% e 77,27%) possuem receptores FCY' Do mesmo modo, a subpopula-
¢io Ia*Fc constitui 67,24317,28% (variando entre 34,78% e 88,89%)

dos linfdcitos RFcY+
4. Heterogeneidade das populagoes linfocitarias

Na secgao 2 deste capitulo, apresentamos as proporcoes que ca
da populagao (T, B, Ck+, Ia* e RFcY+) ocupa na suspensao linfocitaria
obtida do sangue periferico humano (Fig. 3.2.). Na seccao seguinte de
terminamos a intercepcdo de cada par de populagdes, utilizando tecni-
cas de marcagao dupla. Tal intercepcao representa pois os linfocitos

duplamente marcados.

Nesta seccao, apresentamos a heterogeneidade de cada populacao
linfocitaria que nos e dada pela intercepcao de uma populaciao com ca-

da uma das outras.
4.a. Populagao B

Consideremos nesta alinea a populacao de linfocitos B, isto e,
o conjunto de células linfoides que expressam Ig na superficie exter-
na da sua membrana. Estas células B representam 19,4%6,4% dos linfoci

tos sanguineos totais (ver Fig, 3.2).

Como se observa na Fig. 3.7 os linfocitos B nao constituem uma
populagao homogenea pois que sao diversas as proporgoes de ceélulas B
que expressam os varios marcadores das restantes populagoes Iinfocité

rias: Ck+, Ts la" e RFcY+. De facto, verificamos que da totalidade de

linfocitos B: (i) 65,96%6,40% expressavam a cadeia K da 1g (vér Quadro
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Heterogeneidade da populaciao de linfocitos B, As
medias das proporgoes dos linfocitos B que tambem
expressam os marcadores de células Ck+, Ts Iat e
RFcY+ foram obtidas dos Quadros I, II, IV e VI
respectivamente.

0s intervalos de confianca das medias foram calcu-
lados ao nivel de 95%,

*As medias obtidas por destituicao celular(DC) e por

RRM nao sao significativamente diferentes: P>0,05,
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I, coluna 6); (ii) 32,76%22,99% ou 22,58%18,26% dos linfocitos B ex-
pressavam o antigenio YTH 12,5 (marcador de celulas T), determinados
respectivamente pela tecnica de destituigao celular ou por RRM (ver
Quadro II, coluna 7); (iii) 42,2?t27,11% ou 61,30f24,30% das celulas
B eram também Iat, respectivamente por destituicdo celular ou por RRM
(vér Quadro IV, coluna 7); (iv) 74,33%13,00% dos linfocitos B possuiam

receptores para a porgao Fc da IgG (RFCY) (ver Quadro VI, coluna 6).

Note-se que na Fig, 3.7 nao representamos o desvio padrao para
cada media de dados (como o fizemos nos Quadros anteriormente apresen
tados) mas sim o intervalo de confianga das mesmas medias, cujos Timi
tes superior e inferior foram determinados ao nivel de 95%. As medias
por vezes nao coincidem com o ponto medio do intervalo de confianga
porque este teve de ser calculado nos dados normalizados pela transfor
macao angular (ver “Material e Metodos" alinea B.8). Estas considera-
coes aplicam-se tambem aos estudos subsequentes (alineas 4.b., 4.c. e

4.d.).

4.b. Populagao T

Definimos a populagao T como o conjunto de celulas que expres-
sam o antigenio YTH 12.5. Este antigenio que e detectado pelo AcMc
YTH 12.5, encontra-se nas mesmas celulas que formam rosetas E com eri
trocitos de Carneiro (veér alinea 1 do presente Capitulo), celulas es-
tas que tém sido reconhecidas como linfocitos T (Jondal e col., 1972;
Froland, 1972; Papamichael e col., 1972). A populagao de linfocitos T
constitui 75,1t5,3% da totalidade dos linfocitos sanguineos (ver Fig.

3.2).



A populagdo T ndo & todavia homogénea pois que contém peque
nas proporgoes (<6,5%) de células que possuem tambeém marcadores das
outras populacoes estudadas neste trabalho (Fig. 3.8): B, Ck+, 1at e
RFcY+. Na verdade observamos que: (i) 6,26%4,42% (por destituigao ce-
lular) ou 5,28%3,58% (por RRM) dos linfocitos T possuiam Ig de super-
ficie (marcador de c&lulas B) (vér Quadro II, coluna 8); (ii) 2.73%
12,08% dos linfocitos T expressam a cadeia K da Ig (véer Quadro III,
coluna 6); (iii) 4,12%2,36% das células T eram também Ia* (vér Quadro

V, coluna 6); e (iv) 6,10f3,09 da populacao T possuia também recepto-

res para a por¢ao Fc da IgG (ver Quadro VII, coluna 6) (Fig. 3.8),
4.c. Populagao 1at

A populagao linfocitaria que expressa o antigéenio Ia (definida
pelo AcMc YCL 6.8) constitui 15,6%7,6% dos 1infocitos sanguineos to-

tais (ver Fig. 3.2).

Esta populagao Ia* apresenta contudo alto grau de heterogenei-
~ dade pois que sao elevadas as proporgoes de células Ia’ que possuem
tambem marcadores das restantes populagoes linfocitarias (Fig. 3.9):
B, Te RFcY+. De facto, verificamos que: (i) 66,76%16,30% (por desti-
tuicao celular) ou 70,80%18,40% (por RRM) das celulas la* possuiam Ig
de superficie (marcador de celulas B) (ver Quadro IV, coluna 8); (ii)
21,03%12,30% dos 1infocitos 1a* expressavam o antigenio YTH 12.5 (mar-
cador de celulas T) (ver Quadro V, coluna 7); e (iii) 52,60%7,25% das
células Ia' possuiam receptores para a porgao Fc da IgG (ver Quadro

VIII, coluna 6) (Fig. 3.9).
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Fig. 3.8 - Heterogeneidade da populagao de linfocitos T. As medias
das proporgoes dos linfocitos T que tambem expressam os
marcadores de celulas B, Ck+, Ia* e RFcY+ foram obtidas
respectivamente dos Quadros II, III, V e VII.
0s intervalos de confianga das medias foram calculados
ao nivel de 95%.

*As medias obtidas por destituigdo celular (DC) e por RRMnio

sao significativamente diferentes: P>0,05.
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Fig. 3.9. - Heterogeneidade da populagao de linfocitos Ta’. As
medias das proporgdes dos linfocitos Ia* que tambem
expressam os marcadores de celulas B, T e RFcY+ fo-
ram obtidas respectivamente dos Quadros IV, V e VIII.
0s intervalos de confianga das medias foram calcula-
dos ao nivel de 95%.

*As médias obtidas por destituigdo celular (DC) e por

RRM n3o sao significativamente diferentes: P> 0,05.
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4.d. Populagao RFcY+

0s linfocitos providos de receptores para a porgao Fc da IgG
representam 22,63,3% de toda a populacio de linfocitos sanguineos

(Fig. 3.2).

0s linfocitos RFcY+ distribuem-se pelas diversas populagoes lin
focitarias (Fig. 3.10), pois observamos que: (i) 80,95%11,62% das célu-
las RFcY+ eram linfocitos B (Quadro VI, coluna 7); (ii) 21,60%11,80%
das celulas RFCY+ eram linfocitos T (Quadro VII, coluna 7); e (iii)
67,24%17,28% dos linfocitos possuidores de RFcY eram celulas Ia* (Qua

dro VIII, coluna 7).
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Fig. 3.10 - Heterogeneidade da populagao de linfocitos possuido-
res de receptores FCY' As medias das proporgoes dos
linfocitos RFCY+ que também expressam os marcadores
de células B, T e Ia* foram obtidas dos Quadros VI,
VII e VIII.
0s intervalos de confianca das médias foram calcula-

dos ao nivel de 95%.
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B. ESTUDO DAS POPULAGCOES LINFOCITARIAS DE DOENTES IMUNODEPRIMIDOS
APOS TRANSPLANTAGAO CARDTACA

Nesta saccao apresentamos um estudo pormenorizado das populacoes
linfocitarias de doentes receptores de enxerto cardiaco e mantidos sob

accao de drogas imunodepressoras.

Realizando-se cerca de 12 operagoes de transplantagao cardiaca
% - -
por ano no Papworth Hospital , foi-nos possivel proceder a analise de
amostras sanguineas de 30 sobreviventes dos 44 doentes ate entao submne

tidos a operagao de transplantagao.

Por uma questao de metodologia, dividimos os doentes que estuda-
mos em tres grupos: (i) 13 doentes de sobrevida longa (haviam sido ope-
rados ha mais de 365 dias) que estavam sob tratamento de predenisolona
e azatioprina; (ii) 11 pacientes imunodeprimidos durante os primeiros
10 dias pos-operatorios com globulina anti-timocito e ciclosporina A
(Cs-A) e subsequentemente apenas com Cs-A; as amostras sanguineas fo-
ram analizadas desde o dia da operagao, durante um mes e com a frequen
cia de 2-3 colheitas por semana; (iii) 6 doentes imunodeprimidos com

Cs-A desde o dia da operacao e durante cerca de oito meses.

As populagoes B, T e Ia* foram determinadas pela reacgao de rose
ta dos linfocitos com eritrocitos 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 alineas B.3.c. e

* Hospital localizado a cerca de 60 Km de Cambridge.



B.4.b de "Material e Metodos". Os Tinfocitos possuidores de receptores
para a porgao Fc da IgG (RFcy+) foram enumerados na reaccao de roseta
com eritrocitos de Boi sensibilizados com a fracgao de IgG purificada
a partir do anti-soro contra eritrocitos de Boi (teste de roseta EA),
tal como descrevemos nas alineas B.3.b. e B.4.d. de "Material e Meto-

dos".

A deteccao de linfocitos T possuidores do antigenio Ia (celulas
TIa+) ou de receptores FcY (celulas TFc+) foi realizada por meio da
reac¢ao 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 Metodos".

1. Estudo das populagoes linfocitarias de doentes de

sobrevida longa, imunodeprimidos por predenisolona e azatioprina

0 regime imunodepressor destes doentes, desde o dia da opera-
¢ao de transplantacao, encontra-se descrito na alinea A.2.a. de "Mate
rial e Metodos". A data da colheita do sangue estes doentes encontra-
vam-se ja desde alguns meses sob administracao de predenisolona (0,5

mg/Kg/dia) e azatioprina (0,3 mg/Kg/dia).

1.a. Alteracao das proporgoes das populagdes linfocitarias

0 estudo estatistico permitiu-nos observar que as variancias
das amostras em todas as populagoes linfocitarias dos doentes eram
superiores as variancias dos respectivos controlos normais (a) (ver

desvios-padrao (b) representados na Fig. 3.11). Esta elevada varian

(a) Dados obtidos nas secgoes A.2, A.3.e e A3.g deste capitulo.

(b) Nota: o desvio-padrdo & a raiz quadrada da variancia.
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Fig. 3.11. Comparagao entre as proporgoes das diversas populagoes linfocitarias encontradas em individuos normais
e em individuos imunodeprimidos (') com predenisolona (0,5 mg/Kg/dia) e azatioprina (0,3 mg/Kg/dia).
Representam-se os desvios-padrao das medias; n= tamanho das amostras.

N.S. As variancias e as medias nao sao significativamente diferentes (P>0,05).
* As variancias e as medias sao significativamente diferentes (P<0,05).
NS~ As variancias sdo significativamente diferentes (P<0,05) mas as medias nao o sao (P>0,05).

NOTA: No caso de as variancias das amostras serem significativamente diferentes (P<0,05), utilizou-se o adequado teste
t de Student para comparagao de duas medias, em que o valor das variancias foram ponderados na determinagao do
numero de graus de liberdade.
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cia reflecte uma maior dispersao dos dados obtidos, nos doentes em re

lagao a observada nas amostragens controlo.

Verificamos que apenas as variancias das populacoes T, RFcY+,
Tlat e TFcY+ (assinalado com * e N§ na Fig. 3.11) eram significativa-
mente mais elevadas (P<0,05) do que os respectivos controlos, pois que
as variancias das restantes populagoes (B e Ia+) nao diferiam signifi-

cativamente dos seus controlos normais (assinalado com NS na Fig. 3.11).

E importante salientar que o tamanho das amostras (») das popu-
lagdes T, B, Ia' e RFc.Y+ dos doentes & consideravelmente menor que o
dos respectivos controlos normais (Fig. 3.11). Assim, o aumento do =
nas amostragens dos doentes poderia reduzir a variancia das mesmas pois

que

SZ _ L !.7:-.'1:)2

n

onde 32 e a variancia da amostra, I (;x:-x)2 a soma dos quadrados dos

desvios da media e n o tamanho da amostra.

De particular interesse e o caso das populagoes Tlat e TFcY+
em que 0 n das amostras dos doentes e superior ao n das dos respecti
VoS contro]bs e que mesmo assim aquelas apresentam uma variancia si-
gnificativamente maior (P<0,05) que as amostras dos seus controlos nor

mais (Fig. 3,11).

Por outro lado, a comparagdo estatistica das medias (a) mostrou

que apenas a media da populacao T dos doentes (56:66t13,02 com n=36)

(a) No caso de as variancias das amostras serem significativamente
diferentes (P<0,05), utilizou-se o adequado teste ¢ de Student
para comparacao de duas medias, em que os valores das varian-
cias foram ponderados na determinagao do numero de graus de 1i-
berdade.
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se apresenta significativamente menor que a media da populagao T nos
dadores de controlo normal (75,1115,29%com n=76) (19 par de colunas

da Fig. 3.11).

Pelo contrario, a media da subpopulacao Tla® encontrada nos
doentes (9,1618,62%com n=22) apresenta-se significativamente superior
a média da respectiva populacdo TIa® normal (3,4%2,2%com n=20) (50

par de colunas da Fig. 3,11).

As médias de todas as outras populacdes (B, Ia', RFcY+ e TFCY+)
dos doentes nao diferiam significativamente das medias dos respecti-

vos controlos normais (Fig. 3.11).

Estes resultados sugerem que as drogas imunodepressoras (prede
nisolona e azatioprina) afectam primordialmente a proporgao de celulas
T circulantes no sangue dos doentes. Aquelas substiancias imunodepres-
soras actuam de forma heterogenea, pois encontramos elevadas varian-
cias em todas as populacoes linfocitarias dos doentes, apesar de a sua

administracao ter sido em funcao do peso do doente.

1.b. Alteracoes da quantidade de linfocitos que constituem

as diversas populagoes linfocitarias

Apos isolamento dos linfocitos (a) do sangue de dadores normais

4

obtTnhamos uma média de 110%30x10" células por ml de sangue colhido. A

recolha linfocitaria dos doentes imunodeprimidos era, contudo, conside

4

ravelmente menor: 13,5f7,8x10 por ml de sangue.

(a) Linfocitos separados de eritrocitos e leucocitos polimor-
fonucleares em gradiente de densidade, e de monocitos por
fagocitose (ver alinea B.1, de "Material e Metodos").



Entendemos pois ser importante determinar a quantidade de 1in
focitos existente, em cada populagao linfocitaria, por ml de sangue,
quer nos doentes imunodeprimidos quer nos individuos normais. 0 Quadro
IX apresenta as proporcoes de cada populagao linfocitaria determinada

nos doentes imunodeprimidos e o respectivo numero de linfocitos (porml

de sangue) que as constituem. Este valor foi calculado a partir (i) da
propor¢ao que cada populacao representava na totalidade de linfocitos

e (ii) da recolha linfocitaria obtida na mesma amostra de sangue.

As medias da quantidade de linfocitos existentes em cada popula
¢ao linfocitaria dos doentes (obtidas do Quadro IX) foram representa-
das na Fig. 3.12, para comparagao com os valores normais. Torna-se cla
ramente evidente o reduzido numero de linfocitos que constituem cada
populacdo linfocitaria dos doentes imunodeprimidos. Assim, encontramos
por cada ml de sanque, respectivamente nos individuos normais e nos
doentes: (i) linfocitos totais: 110,0%10,0 (n=96) e 13,5%7,8 (n=13);
(i1) linfocitos T: 82,61%5,83 (n=76) e 7,67%5,49 (n=11); (iii) linfo-
citos B: 21,34%7,04 (n=97) e 3,62%2,62 (n=11); (iv) linfécitos Ia':
17,16%8,36 (n=66) e 2,29%1,93 (n=11); (v) linfdcitos RFcY+: 24,86%
13,63 (n=21) e 5,34%2,58 (n=7); (vi) linfocitos TIa': 3,74%2,20 (n=20)
e 1,46%1,02 (n=10); e finalmente (vii) 1infocitos TFcY+: 5,06%2,64
(n=8) e 1,01%0,88 (n=8) (Fig. 3.12).

Estes resultados mostram ainda que foi a populagao T a mais

afectada pela accao das drogas imunodepressoras, correspondendo a um

decrescimo de 90,72% relativamente ao controlo normal (Fig. 3.12).
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QUADRO IX

Quantidade de linfocitos constituintes de cada populagao linfocitaria de doentes

de sobrevida longa.

L I N F C I 0 S
+ + + ¥
TOTALS ) § B la RFc' Tla TFc
DADOR p/15 ml p/ml p/ml % o/ml o/ml : p/ml % p/ml p/ml
a0y ot xiot) (x10%) 10t rx10%) (x10%) (x10%)
3 3,60 24,0 53,0 12,72 26,0 6,24 28,0 5,76 .- —.-- 1,7 2,81 == .-
] 3,7% 25,0 63,5 15,12 25.,0 h,25 3.5 212 33,5 4,38 6,9 173 3:5 0,88
3 3,90 26,0 cd, 0 16,064 29,0 7,54 20,0 5,20 30,0 7,80 4,8 1,25 6,0 1,56
29 1,30 8,7 34,5 3,00 00,0 5.2¢ 22,0 1,91 58,0 5,05 28,6 2,49 30,5 2:,65
27 1,30 8,7 50,0 4,35 13,0 1413 J,0 0,00 13,0 1,57 1,1 0,27 0,0 0,00
19 1,90 1257 —-- - - === -- --- == --- --- --- -- ---
19 3,00 20,0 8,5 17,70 27,0 5,40 20,0 4,0 33,0 6,60 2] 0,42 4,9 0,98
17 1,80 12,0 —-- .- -—- == --- - -—— - .- - -- -
17 0,85 5.7 | 88,0 3,76 | 28,0 1,60 3.0 1,3 2,0 2,39 15,8 2.04 3,4 0,19
18 2,00 13,3 39,0 11,84 13,0 73 5,0 0,80 - - 6,l 0,31 2,4 0,32
20 1,20 8,7 6,0 5,76 13,0 0,87 14,0 0,94 --- --= e - “-- -
16 1,60 10,6 210 223 35,5 3,76 25;0 2,65 53,0 5,62 25,0 2,65 14,3 1452
4 1,35 253 54,0 1,24 38,0 1,87 23,0 1,53 - - 6,6 0,15 - --
X ZopM 13,50%7,80 | 7.67%5,49 3,62%2.62 2,2971,93 5,34%2,58 1,46%1,02 1,01%0,88
|
|
HamalLa 110,0 10,0 82,61%5,83 |  21,38%7,08 | 17,16%8,3 24,86%3,63 3,74%2,20 5,06%2,64
X oPM) l
NOTA: 0 numero de linfdocitos existentes em cada populagao foi determinado a partir da proporgao de cada populagao e da recolha

linfocitaria da mesma amostra de sanque:

populagao

100

(%) x recolha (p/ml) _ nQ de linfocitos 2 p/ml de sangue colhido.
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Fig. 3.12. Comparagao entre as quantidades de linfocitos constituintes das diversas populacoes linfocitarias encontradas

em individuos normais
na (0,3 mg/Kg/dia).

e em individuos imunodeprimidos (:.-) com predenisolona (0,5 mg/Kg/dia) e azatiopri

Representam-se os desvios-padrao das medias; n=tamanho da amostra.

Em todos os casos as variancias nao sao significativamente diferentes (P 0,05) mas sao-no as medias (P 0,05).

As percentagens indicam o decrescimo, em cada populacao, da quantidade de linfocitos dos doentes.
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2. Estudo das alteragoes das populagoes linfocitarias

ao Tongo dos primeiros 30 dias pos-operatorios

0 grupo de 11 doentes estudados nesta seccao receberam globuli
na anti-timocito (GAT) e ciclosporina A (Cs-A) desde o dia da operacao
e durante os 10 dias subsequentes. A partir do 110 dia pos operatorio
0 tratamento imunodepressivo prosseguiu apenas com Cs-A (para detalhes

ver alinea A.2.c. de "Material e Metodos").

De quatro doentes (D-36, D-37, D-38 e D-39) as amostras san-
guineas foram colhidas com intervalo de tempo relativamente longo (1
amostra por semana) o que nos impediu de obter suficiente informagao
sobre a variacao das populacoes linfocitarias (resultados nao apresen

tados).

Dos restantes sete pacientes conseguimos obter amostras
sanguineas com uma frequencia mais elevada: 2-3 colheitas por semana.
Tendo dois  doentes (D-42e D-43) falecido logo apos o acto
operatorio, apresentaremos neste trabalho apenas o estudo longitudinal

de 5 doentes: D-40, D-41, D-44, D-45 e D-46.

2.a. Alteraciao da concentracao de linfocitos sanguineos

A Fig. 3.13 mostra claramente a drastica redugao da concentra-
cao de linfocitos observada nas amostras de sangue obtidas nos 2 pri-
meiros dias pos-operatorios.

Assim, o doente D-40 que antes da operagao possuia 120,0x104
linfocitos por ml de sangue (dia 0), passou a ter apenas 13,3x104

apos um dia de tratamento imunodepressor (dia 1). Do mesmo modo o



Fig. 3.13. Concentracao de linfocitos no sangue de doentes submeti-
dos aos tratamentos de GAT + Cs-A,sequido de Cs-A, desde
o dia da operagao de transplantacao cardiaca.

(e—®) Doente D-40
(w—m) Coente D-41
(4—A) Doente D-44
©<) Doente D-45

=) Doente D-46

[
e

(
(o3r
( Concentracao de linfocitos no sangue de indivi-
duos normais (dados obtidos do Quadro IX).

(:>)y) Concentracao de linfocitos no sangue de doentes
de sobrevida longa (dados obtidos do Quadro IX).
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doente D-44 reduziu a sua concentragao de linfocitos de 150,0x104/m1

N

de sangue (dia 0) para 23,3x10% (dia 1) e 11,0x10* (dia 5).

A mesma Fig. 3.13 mostra que n3ao ha diferenca significativa en
tre as concentragoes de linfocitos detectadas durante a administragao

de GAT ou apos interrupcao do mesmo tratamento.

Da mesma Fig. 3.13 tambem se pode concluir que tanto a dosagem
combinada de GAT e Cs-A (10 dias iniciais) como a Cs-A por si so pro-
vocam uma redugao da concentragao de linfocitos identica a observada
nos doentes de sobrevida longa: 13,5017,80)(104 linfocitos por ml de

sangue (Quadro IX).

2.b. Alteracao das populagoes linfocitarias

2.b.1. Populagao T

Nos primeiros dias pos-operatorios observou-se uma redugao si
gnificativa da proporcdao de linfocitos T (Fig. 3.14-a). Assim, e to
mando como exemplo o doente D-44 verifica-se que antes da operacao
(Dia 0) os linfocitos T representavam 78,0% da totalidade de linfoci
tos, proporcao esta incluida nos valores normais (75,1f5,3%). Nos
dias subsequentes, os linfocitos T baixaram para 43,0% (dia 1), 38,0%

(dia 2) e 32,5% (dia 5).

Durante os 10 dias de administracao de GAT as proporgoes de
linfocitos T de todos os doentes estudados encontravam-se abaixo dos
valores observados nos individuos normais (75,1f5,3%) e nos doentes

de sobrevida longa (56,1%13,0%) (Fig. 3.14-a).

Apos interrupgao do tratamento com GAT observou-se um ligeiro



Fig. 3.14. Alteracao da populacao T (celulas YTH 12.5+) ao longo dos
primeiros 30 dias pos-operatorios: (a) proporgao da popu-
lacao T; (b) concentracao de linfocitos T.
(e—e) Doente D-40
(m—m) Doente D-41
(a—a) Doente D-44
(0-0) Doente D-45
(0~2) Doente D-46

a- Proporcao de linfocitos T em:

(I Individuos normais (ver alinea A.2)
(i45]) Doentes de sobrevida Tonga (ver alinea B.1.a)

b- Concentracao de linfocitos T em:

(NN Individuos normais (ver Quadro IX)
(#{i4) Doentes de sobrevida longa (ver Quadro IX)
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aumento das proporgoes de linfocitos 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) nao atingiu

tais valores, vindo tambem a falecer ao 220 dia pos-operatorio.

Para determinarmos a concentragao de linfocitos T (quantidade
de celulas T por ml de sangue) de cada doente ao longo dos 30 dias
pos-operatorios, recorremos a calculos identicos aos efectuados no

Quadro IX e cujos resultados apresentamos na Fig. 3.14-b.

0 decrescimo da concentragao de linfocitos T nos dias seguin-
tes a operacao de transplantacao foi drastico, decaindo, por exemplo
em D-44, de 82,0x10% Tinfocitos T por ml de sangue (dia 0) para 10,0x
x10% (dia 1).

Tal como no estudo da variagao da proporcao da populagao T
(Fig. 3.14-a), verificamos que durante a administracao de GAT tambem
a concentracao de linfocitos T (Fig. 3.14-b) decresceu atingindo va-
lores abaixo dos observados nos individuos normais (82,61%5,83 c&lu-
las T/ml de sangue) e tambem abaixo da media encontrada para os doen

tes de sobrevida longa (7,67%5,49 células T/ml de sangue) (Quadro IX).

Ainda durante este periodo de tratamento com GAT podemos veri
ficar que a concentragao de linfocitos T (Fig. 3.14-b) sofreu uma re
dugao bastante mais acentuada que a observada para a proporgao da po
pulacao T (Fig. 3.14-a). Podemos pois concluir que o tratamento imu-
nodepressor se torna mais evidente quando analizamos a populagao T

em numeros absolutos e nao em termos relativos.

Finda a administracao de GAT observa-se um aumento da concen-

tracao de linfocitos T que se mantem ao nivel dos valores observados
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para os doentes de sobrevida longa, mas muito aquem dos individuos

normais (Fig. 3.14-b).
2.b.2. Populagao B

Contrariamente ao observado no estudo da populagao T, a pro-
porcao de linfocitos B aumentou nos primeiros dias seguintes a ope-
racao (Fig. 3.15-a). Picos de elevadas proporgoes de linfocitos 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 administracao de GAT, os linfocitos dos varios doen-
tes tenderam a constituir cerca de 50% da populacao linfocitaria to
tal (Fig. 3.15-a). A partir do dia 15 observou-se uma redugao da po
pulacao B, nunca chegando, no entanto, a atingir a media dos valores
observados nos individuos normais (19,4t6,4%) e nos doentes de sobre
vida Tonga (24,66t8,65%) (Fig. 3.15-a); registou-se apenas a excep-
cao do doente D-41 que neste mesmo periodo de tempo apresentou um

aumento acentuado de linfocitos B e que antecedeu o seu falecimento.

Do estudo relativo a quantidade de linfocitos B existente por
ml de sangue, verificamos que houve um decrescimo durante a adminis-
tragao de GAT (Fig. 3,15-b). Esta reducao da concentragao de linfoci
tos B foi no entanto menos drastica do que aquela encontrada na popu

lagao T durante o mesmo periodo de tempo (Fig. 3.14-b).

Com o fim da tomada de GAT, ao dia 10, observou-se um aumento
da concentracao de linfocitos B, mas que depois de 4-5 dias retomou

os valores antecedentes, mantendo-se assim ate ao fimdos 30 dias
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Fig. 3.15. Alteracao da populagao B (celulas SmIg+ ) a0 longo

dos primeiros 30 dias pos-operatorios: (a) proporgao da
populagao B; (b) concentragao de linfocitos B.

(e—e) Doente D-40

(m—m) Doente D-41]

(&—A) Doente D-44

(c—®) voente D-45

(3-3) Doente D-46

a - Proporgao de linfocitos B em:

(#4) Individuos normais (ver alinea A.2)
(#%4,) Doentes de sobrevida longa (ver alinea B. 1.a)

b - Concentragao de linfocitos B em:

(#4) Individuos normais (ver Quadro IX)
(2%, Doentes de sobrevida longa (ver Quadro IX)
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(Fig. 3.15-b).

Na maioria dos casos estudados (com excepcao em alguns dias dos
doentes D-40 e D-41) a concentracao de linfocitos B manteve-se sempre
incluida nos valores observados nos doentes de sobrevida longa e abai

xo da media registada nos individuos normais (Fig. 3.15-b).

Saliente-se o facto de encontrarmos nos dias subsequentes a ope
racao de transplantagao um aumento acentuado da propor¢ao de linfoci-

tos B que correspondeu, no entanto, a um decréscimo da concentracao dos

mesmos (Fig. 3.15-a e b). Podemos pois concluir que se bem que houve
um aumento relativo da populagao B houve na verdade um decrescimo quan

titativo dos linfocitos B.

2.b.3. Populagao Ia

Durante os 10 dias de tratamento com GAT observou-se um aumento
da populagao Ia que atingiu os seguintes valores: 55,0% no doente D-40,
ao dia 9 pos-operatorio; 50,0% no doente D-41, ao dia 3; 54,5% no doen-
te D-42, ao dia 5; 30,5% no doente D-45, ao dia 6; e finalmente 38,5%
no doente D-46, ao dia 1 (Fig. 3.16-a). Estes niveis de linfocitos 1at
neste perfodo pos-operatorio situam-se muito acima dos valores regista
dos n3o so para individuos normais (15,6%7,6%) mas tambem para doentes

de sobrevida longa (21,0%9,5%) (Fig. 3.16-a).

Finda a administracao de GAT observou-se nos varios doentes uma
estabilizagao da populagao TIa* a0 nivel de 20-40% da totalidade de lin
focitos. Embora sendo superiores a media encontrada nos individuos nor
mais, aquelas proporgoes de linfocitos Ia situavam-se ao nivel dos va-

lores superiores encontrados nos doentes de sobrevida longa (Fig.3.16-a).



Fig. 3.16. Alteracao da populagao lat ao longo dos primeiros 30 dias
pos-operatorios: (a) propor¢ao da populagao at; (b) con-
centracdo de linfocitos Ia'.

(e—e) Doente D-40
(w—a) Doente D-41
(&) Doente D-44
(=) Doente D-45
(3-3) Doente D-46

a - Proporgao de linfocitos la' em:

(%) Individuos normais (ver alinea A.2)

(i4%3) Doentes de sobrevida longa (ver alinea B.1.a)

b - Concentracio de linfocitos Ia' em:

(%) Doentes de sobrevida longa (ver Quadro IX)
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Contrariamente ao observado no estudo da proporgao de 1inf6qi
tos Ia' (Fig. 3.16-a), observou-se um decréscimo do nimero de linfo-

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
¢3o de linfocitos Ia*, aumento este que n3o atingiu no entanto a me-
dia observada em individuos normais (17,16t8,36 linfocitos por ml de
sangue) (Fig. 3.16-b). Com efeito aqueles valores situam-se entre os
observados nos doentes de sobrevida longa (2,29f1,93 linfocitos por

ml de sangue) (Fig. 3.16-b).

Deste estudo podemos concluir que durante os primeiros 10 dias

do pos-operatorio, os doentes apresentam um aumento proporcional de lin

s - 0 + . - »
linfocitos Ia  mas que corresponde efectivamente a um decrescimo guan—
titativo dos mesmos. Apos o tratamento de GAT a reducao proporcional
da populacdo Ia* acompanha um ligeiro aumento da concentragio de linfo

citos possuidores do antigenio Iat (Fig. 3.16-a e b).
2.b.4. Populagao RFCY+

A populagao de 1infocitos sanguineos possuidores de receptores
para a porgao Fc da IgG (populagao RFcY+) foi tambem analizada ao Ton

go dos 30 dias subsequentes a transplantacao cardiaca.

Durante a tomada de GAT nos 10 dias pos-operatorios observou-
-se uma notavel elevagao da proporgao de linfocitos RFcY+ cujos pi-
cos atingiram os sequintes valores: 51,0% no doente D-40, ao dia 9
pos-operatorio; 73,0% no doente D-41, ao dia 3; 60,0% no doente D-44,
ao dia 7; 47,5% no doente D-45, ao dia 8; e 45,5% no doente D-46 ao
dia 1 (Fig. 3.17-a).
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Fig. 3.17. Alteragao da populagao RFCY+ ao longo dos primeiros 30
dias pos-operatorios: (a) proporcdo da populagao RFcY+;

(b) concentracoes de linfocitos RFCY+‘

) Doente D-40
) Doente D-41
A4A) Doente D-44
) Doente D-45
) Doente D-46

a - Proporcdao de linfocitos RFcY+ em:

(#8) Individuos normais (ver alinea A.2)
#8) Doentes de sobrevida longa (ver alinea B.l.a)

b - Concentracao de linfocitos Rch+ em:

(E8) Individuos normais (ver Quadro IX)
(#8) Doentes de sobrevida longa (ver Quadro IX)
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Aquelas elevadas proporcoes de linfocitos RFcY+ situam-se aci
ma das médias encontradas nao so em individuos 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-
crescimo das proporgoes de linfocitos RFCY+' Estas proporcoes se bem
que atingissem os niveis registados nos doentes de sobrevida longa,
nunca atingiram, contudo, a media encontrada nos individuos normais
(Fig. 3.17-a). 0 doente D-41 apresentou um subito incremento da popu
lacao RFcY+ (em oposicao ao decrescimo observado nos restantes doen-

tes) que antecedeu o seu falecimento.

0 aumento da proporgao de linfocitos RFcY+ (Fig, 3.17-a) du-
rante os 10 dias subsequentes a transplantagao cardiaca foi acompanha
do de um decrescimo da concentragao de linfocitos RFcY+ (Fig. 3.17-b).
Estes baixos valores encontram-se dentro dos observados nos doentes
de sobrevida longa (5,34f2,58 linfocitos RFCY+ por ml de sangue) mas
muito abaixo dos valores normais (24,86t3,63 linfocitos RFcY+ por ml

de sangue) (Fig. 3.17-b).

Apos este periodo de 10 dias sob administracao de GAT, dete-
ctou-se um aumento da concentragao de linfocitos RFcY+ mas que ao

dia 15 retomou os valores antecedentes.

2.c. Alteracao de subpopulagoes de linfocitos T

Tendo sido a populagao T a mais afectada, principalmente em
valores absolutos (Fig. 3.14),entendemos aprofundar o estudo da varia

¢ao das suas subpopulagoes: Tlat e TFcY+.

0 estudo ao longo do tempo da variagao da subpopulagao TIa*
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0 estudo ao longo do tempo da variagao da subpopulagao TIa+
mostrou-se-nos deveras importante pois que se tem afirmado que
cerca de 40 a 70% dos linfocitos T passam a expressar o antigenio Ia
quando activados quer in vitro quer in vivo (Fu e col,, 1978; Evans

e col., 1978; Ko e col., 1979).

A estimativa de linfocitos T possuidores de receptores FcY po
dera também ser uma contribuicdo importante para a interpretacao da
actividade funcional dos linfocitos T pois que a sua acgao de rejei-
cao poderia fazer-se nao so pelo mecanismo de citotoxicidade mediada
por células, na auséncia de IgG (Cerottini e col., 1971), mas também
por citotoxicidade mediada por celula e dependente da presenca de an

ticorpo.
2.c.1) Subpopulagao TIat

A proporgao de linfocitos T possuidores do antigenio Ia apre-
sentou um acentuado aumento nos dias seguintes a operagao de transplan
tacdo e durante a tomada de GAT. Assim, observamos picos elevados de
células 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 1 (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 Tonga (9,16%8,62) (Fig. 3.18-a).

Passado o tratamento de GAT observou-se um decrescimo da pro-
porgao de linfocitos T possuidores do antigenio Ia. Assim, a subpopu-

lacao TIa atingiu valores que se incluiam nos registados nos doentes



Fig. 3.18. Alteragao da proporgao de linfocitos T possuidores do an-
tigenio Ia (a) ou de receptores FcY (b), ao longo dos 30
dias pos-operatorios.

(e—e) Doente D-40
(m—a) Doente D-41
(a—a) Doente D-44
(—=2) Doente D-45
(=) Doente D-46

a - Propor¢ao de linfocitos T possuidores do antigenio Ia
em:
() Individuos normais
() Doentes de sobrevida longa

b - Proporcao de linfocitos T possuidores de receptores FcY
em:
(##) Individuos normais

(BB

) Doentes de sobrevida Tonga
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de sobrevida longa, situando-se no entanto ainda acima da media encon

trada em individuos normais (Fig. 3.18-a).

2.c. 2) Subpopulagao TFcY+

Durante os 10 dias pos-operatorios em que os doentes tomavam
GAT observamos elevadas proporcoes de linfocitos TFCY+ (Fig. 3.18-b).
0 caso mais notavel foi detectado no doente D-44 onde quase a totali-

dade (97,4%) de linfocitos T possuia receptores FCY'

Finda a administragao de GAT houve uma reducao apreciavel de
linfocitos T a expressar receptores FcY. Observou-se pois que perto
do dia 15 ja todos os doentes apresentavam valores que se situavam ao
nivel dos observados nos doentes de sobrevida longa (10,59t9,23%) se
bem que ainda acima da média registada em individuos normais (6,10%

13,09%).

2.d. Alteracao das diversas populagoes e subpopulagoes

observadas no Doente D-44

Tendo obtido amostras sanguineas do Doente D-44 com elevada
reqgularidade desde o dia da operagao de transplantacgao e ao longo
dos 30 dias subsequentes, consideramos ser importante juntar os da-
dos obtidos das alteracoes das diversas populagoes em uma so figura
(Fig. 3.19). Deste modo, ser-nocs-a possivel analizar  comparati-
vamente  a evolugao das populagdes e subpopulagoes estudadas, ten

do em atengao o tratamento imunodepressor do doente,

Foi tambem objecto de estudo a alteragao das subpopulagoes T

auxiliar (T-"helper") e T-supressora (T-"suppressor") identificadas
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Fig. 3.19. Populacoes linfocitarias do doente D-44 observadas duran
te os primeiros 30 dias pos-operatorios.

aysby,cq e dy - alteracao das proporcoes das diversas po-
pulacgoes.
az,bz,c2 e d2 - alteragao da quantidade de linfocitos cons

tituintes de cada populacao.

n - controlo normal.
d - observagao em doentes de sobrevida Tlonga.
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pelos anticorpos monoclonais Leu-3a e Leu-2a, respectivamente (Fig.

3.19-d).

Da analise das alteracgoes das proporgoes das diversas popula-
coes e subpopulagoes linfocitarias (Fig. 3.19-a;, -by, -cq e -d;) ob
servamos que apenas a populagao T (Fig. 3.19-a]) e suas subpopulagoes
T-auxiliar e T-supressora (Fig. 3.19-d]) decresceram no periodo de
administracao de GAT. As restantes populagoes (B, Ia, TIa*, RFcY+ 2

+ = 3 : ;
TFcY ) apresentaram, pelo contrario, uma subida da sua representati-

vidade na populagao linfocitaria total.

Nos individuos normais os linfocitarios T-auxiliares correspon
dem a 60% dos linfocitos T totais e os linfocitos T-supressores a 20-
-30% dos mesmos (Reinherz e Schlossman, 1980). Foram de facto essas
as proporgoes que encontramos no doente D-44 antes do tratamento imu
nodepressivo (Fig. 3.19-d]). Durante a administragao de GAT houve uma
queda de ambas as subpopulagoes T, tendo-se inclusivamente invertido
as suas posicoes relativas: a subpopulagao T-supressora ultrapassou a
subpopulagao T-auxiliar. Esta inversao relativa manteve-se mesmo apos
a administragao de GAT, sugerindo pois que as drogas imunodepressoras

(GAT e/ou ciclosporina A) tém uma acgdo mais efectiva sobre os linfo-

citos T-auxiliares do que sobre os T-supressores. Devemos contudo, ter

em atengao que estes dados sobre as subpopulagoes T-auxiliar e T-supres
sora se referem apenas as observacgoes de um so doente (D-44). Um estudo

mais aprofundado sobre a alteragao destas subpopulagoes foi realizado por
0'Toole e col. (1985) em simultaneo com a trabalho que ora apresentamos.

Como anteriormente mencionamos (alinea b), a quantidade de linfoci
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tos (por ml de sangue) que constitui cada uma das populagoes linfocitarias

sofreu uma notavel redugao (Fig. 3.19-a2, b2’ c, e dz), sendo a populagao

T e suas subpopulagoes T-auxiliar e T-supressora as mais afectadas.



De uma maneira geral, podemos concluir que a acgao conjunta de
GAT e ciclosporina A nos 10 primeiros dias subsequentes a operagao al
teram enormemente as proporgoes das diversas populagoes linfocita-

rias.

Terminada a administracao de GAT (mantendo-se apenas o trata-
mento de ciclosporina A) as mesmas populagoes recuperam - se bem que
nao totalmente - mantendo-se desde entdo nos niveis dos valores en-

contrados nos doentes de sobrevida longa.

Relativamente a quantidade de linfocitos que constituamcada
populacao linfocitaria, parece diminuir imediatamente nos pri-
meiros dias pos-operatorios e manter-se naqueks niveis ao longo dos
30 dias. Estes valores incluem-se nos observados nos doentes de so-

brevida longa.

2.e. A globulina anti-timocito (GAT) ligada aos linfo-
citos causara interferencia nas reacgoes de rose

ta?

Nas alineas anteriores analizamos as alteragoes das popula-
goes linfocitarias dos doentes submetidos a tratamento imunodepres
sivo durante os 30 dias seguintes a operacao de transplantagao. Fi
zemos especial referencia a accao drastica de GAT no proporcional
decréscimo de linfocitos T e no respectivo aumento das restantes po

pulagoes.

Com vista a obtermos uma interpretagao correcta de tais ob-
servacoes, pensamos ser fundamental investigar a capacidade da glo-

bulina anti-timocito (GAT) inibir e/ou ampliar a formagao das rose
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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-
senga de GAT na superficie externa da membrana do linfocito, podera
por em causa as interpretacoes dos estudos anteriores pois que as al
teragoes observadas nao seriam mais do que o simples reflexo de um

artefacto.

2.e.1. Efeito da adicao de GAT na analise feno-

tipica dos linfocitos sanguineos

Numa fase inicial observdmos a alteragao das proporgoes das di
versas populacoes linfocitarias causada pela adicao de GAT ao meio de
incubagao de linfocitos normais. Estes linfocitos provenientes de in-
dividuos voluntarios foram incubados com diversas concentragoes de GAT
durante apenas 90 min (Fig. 3.20-a) ou durante toda a noite (Fig.

3.20-b).

Todos os linfocitos possuiam a GAT ligada a membrana, mesmo
quando eram usadas baixas concentracoes de GAT (0,5 ug/m1) (Fig. 3.20-

-a e b).

(a) RRAD, Reacgao de Roseta Antiglobulina Directa: detecgao de linfo-
citos B.

(b) RRAdD, Reacgao de Roseta Anti-determinante Directa: detecgao de
linfocitos T e Ia'.

(c) EA, Complexo eritrocito-anticorpo: detecgao de linfocitos RFcY+.

(d) RRM, Reaccao de Roseta Mista: detecgao das subpopulagoes Tla* e

+
TFe, .
CY



Fig. 3.20. Efeito da adicao de GAT na analise fenotipica dos linfo-
citos.
A 1 ml de linfocitos sanguineos normais (4x106 celulas/
/ml de PBS) adicionou-se igual volume de solugoes de GAT
diluida a 1 pg/ml, 5 ug/ml e 50 ug/ml. Apos incubacao de
90 minutos a temperatura ambiente (a) ou durante toda a
noite a 49C (b) lavaram-se os linfocitos para remover a
GAT excedente. Procedeu-se as reaccoes de roseta tal co-
mo descrevemos nas alineas B.4.b, B.4.c. e B.4.d. de "Ma
terial e Metodos". A GAT equina foi detectada na super-
ficie celular por RRAD utilizando Ig de Coelho anti-Ig
equina.
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Em estudos preliminares (resultados nao apresentados) verifi-
camos que incubando os linfocitos com doses mais diluidas de GAT
(0,25-0,025 pug/ml1), aqueles ainda ligavam alguma Ig. A sua detecgao
€ que se tornou muito dificil pois que as rosetas formadas pelos lin
focitos eram muito fracas, consistindo de apenas 2-5 eritrocitos por

linfocito.

A incubagao dos linfocitos com GAT, quer durante 90 minutos
(Fig. 3.20-a) quer durante toda a noite (Fig. 3.20-b) nao causou qual
quer interferéncia na deteccdo das populagdes B, Iat e RFcY+. Apenas
detectamos um claro decrescimo na estimativa dos linfocitos T. Na ver
dade, quando usamos a concentragao maxima (25,0 ug/ml1) de GAT, a de-
teccao de linfocitos T foi totalmente inibida, apos 90 minutos de in
cubagao (Fig. 3.20-a), ou quase totalmente, apos incubacao durante a
noite (Fig. 3.20-b).

Estes resultados sugerem que os determinantes antigenicos da
GAT (i) se encontram em todos os linfocitos, (ii) sao independentes
da Ig de superficie dos linfocitos B, (iii) sao independentes dos an
tigenios Ia, (iv) sao independentes dos receptores para a porgao Fc
da IgG, mas (v) estao associados ao antigenio YTH 12.5 e aos recepto

res de eritrocitos de carneiro (ambos marcadores de linfocitos T),

2.e.2. Efeito da adi¢do de GAT na analise fenotipica

das celulas da medula ossea.

Tendo verificado que a GAT se ligara a todos os linfocitos do

sangue periferico, decidimos fazer um estudo identico ao anterior,

* Rosetas obtidas por RRAD utilizando Ig de Coelho anti-Ig equina

(GAT: globulina anti-timocito, feita em Cavalo).
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mas utilizando celulas da medula ossea por constituirem uma populagao

deveras heterogénea.

A Fig. 3.21 mostra que, de facto, mais de 95% das celulas da

medula 0ssea reagiram positivamente com a GAT.

0 tratamento das celulas da medula 0ssea com GAT n3o causou al

teragdo significativa nas reduzidas populagoes celulares definidas pe

la expressao de Ig, receptores FcY e antigenios Ia e YTH 12.5.

Este estudo permitiu-nos concluir que a globulina anti-¢imoeito
(GAT) equina nao era especifica para linfocitos T pois que aquela re-
vestiu ndo so todos os linfocitos sanguineos (Fig. 3,20) mas também to

das as celulas heterogeneas da medula ossea (Fig. 3.21).

2.e.3. Cultura de linfocitos sanguin2os na presenca

de GAT.

Uma vez que GAT se ligara a todos os Tinfocitos sanguineos, acha
mos importante estudar o efeito daquele agente imunodepressor alte

racao fenotipica e na proliferacao celular de linfccitos em cultura.

Realizamos em paralelo, para efeitos de controlo, culturas de

Tinfocitos estimulados pelo agente mitogenico fitohemaglutinina (PHA).

Na cultura de linfocitos na presenca de GAT (Fig. 3.22-a) pode-
mos observar uma acentuada reducao de linfocitos T, que no dia 4 atin-
giu uma proporgcao de apenas 22% da populagao linfocitaria total. Esta
reducao de linfocitos T podera ser atribuida a um efeito de inibigao
de formacao de roseta do teste RRAD especifico para celulas T, causado
pelo revestimento destas celulas por GAT (ver alineas precedentes),

Fig. 3.20 e Fig. 3.21).



Fig. 3.21. Efeito da adigao de GAT na analise fenotipica das células
da medula ossea.
A 1 ml de celulas da medula ossea de um dador normal
(4x106 celulas/ml de PBS) adicionou-se igual volume de so-
lucdo de GAT diluida a 1 ug/ml, 5 pg/ml e 50 ug/ml. Apos
incubagao de 90 minutos a temperatura ambiente (a) ou du-
rante toda a noite a 4¢C (b) lavaram-se as celulas para
remover a GAT excedente. Procedeu-se as reacgOes de rose-
ta como descrevemos nas alineas B.4.b, B.4.c e B.4.d de
"Material e Metodos". A GAT equina foi detectada na super
ficie celular por RRAD utilizando Ig de Coelho anti-Ig

equina.
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Passados 7 dias de cultura, 90% dos linfocitos apresentavam
agora o antigenio YTH 12.5 que identifica os linfocitos T (Fig. 3.22-
-a). Podemos explicar esta elevada proporgao de linfocitos T (compa-
rada com os 22% do dia 4) pela libertacao de GAT da superficie dos
linfocitos T, tornando-os assim detectaveis pelo teste RRAD especifi
co. Convem recordar que a partir do 79 dia de cultura,e depois de 4
em 4 dias, procedemos a renovacao do meio de cultura, utilizando uma
solugao de interleuquina 2 (ver alinea B.6.b de "Material e Metodos").
Esta renovacao do meio proporcionou a remogao de GAT livre e podera
ter facilitado a libertagao para o meio de cultura da globulina 1i-

gada aos linfocitos.

Podemos pois dizer que estamos perante um fenomeno de "mask"

(mascarado) dos linfocitos T devido ao seu revestimento por GAT (dia

4) e de "unmask'(desmascarado)quando aquela GAT se liberta dos linfo-
citos, deixando os antigenios YTH 12.5 livres para a reacgao de iden

tificagao (RRAD).

As restantes populacoes nao sao afectadas pela presenga de
GAT na superficie dos linfocitos (ver alineas precedentes, Fig. 3.20
e Fig. 3.21) pelo que o aumento de celulas 1a* e TIa" observado no
dia 4 e dia 7, respectivamente (Fig. 3.22-a), reflecte uma activagao

dos linfocitos em cultura.

Identica activagao de linfocitos T foi observada no 109 dia
de cultura de linfocitos T na presenca do mitogenio PHA (Fig. 3.22-b).
Estes resultados eram esperados poisque temsido descrito (Fue col.,1978;
Evans e col., 1978; Ko e col., 1979) que uma proporgao (40 a 70%) de
linfocitos T activados por mitogenios e aloantigenios passam a expres

sar o antigenio Ia.



145

(w—w) (01X wdd) (o) (coLx wdo)

H eutpLwiy ap oedeuoduodou] H eutpLwty ap oedeuoduodu]

£ £

o Q o o = o o o o o

s} =3 152} o~ — o wn < ™ ol —

| 1 1 1 L | 1 | 1 I
o=

Dias em cultura (GAT)

100

(oo ) | oede|ndod ep 9
[e303 eLuejLoojuL| oede|ndod ep ¢
SY13S0¥ 30 S3Y0QYWH0d4 SOLIJQANIT

(e—= ) | oede|ndod ep g
[P303 erdejidojul| oedendod ep
SY13S0¥ 30 SIYOAYWHO4 SOLIJQANIT

Dias em cultura (PHA)

de linfocitos

normais pela GAT (a) e pela PHA (b).

Fig. 3.22. Estimulagao mitogenica



146

0 nosso metodo de reacgao de roseta permitiu-nos ainda distin
guir entre as rosetas Ia* obtidas no dia 0 e as obtidas no dia 7 de
cultura com GAT (Fig. 3.23). De facto, as rosetas do dia 0 apresen=
tam o aspecto normal encontrado nos testes RRAD em que os eritrocitos
a volta do Tinfocito formam como que uma morula (Fig. 3.23-a), enquan
to que no dia 7 a densidade de eritrocitos a superficie do linfocito
e bastante mais elevada, apresentando-se a roseta mais condensada. Es
ta tecnica de reacgao de roseta especifica para o antigenio Ia mani-
festou-se Gtil na distingdo entre linfocitos pequenos Ia' e linfoblas

tos Ia+.

Para estudarmos- a proliferagao celular em ambas as culturas,
adicionamos timidina tritiada aos meios de cultura. Nos dias indica-
dos na Fig. 3.22 retiramos amostras para analizar a timidina marcada

que fora incorporada no DNA das celulas,

Na cultura com PHA so a partir do dia 7 e que detectamos valo
res significativos 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 nao provocou proliferacao celular pois que
a incorporagao de timidina tritiada registada se encontrou dentro dos
niveis observados no teste de controlo negativo*: controlo negativo,
1.085%313 cpm; cultura de GAT, 2.455%139 cpm (dia 4) e 1.825%203 cpm
(dia 7) (Fig. 3.22-a).

Em conclusao, podemos dizer que a presenga de GAT no meio de

cultura causa uma activagao dos linfocitos T (expressao do antigenio

* controlo negativo: celulas em cultura, as quais nao se adicionou

GAT (nem qualquer mitogenio).
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Fig. 3.23. Aspecto das formagoes de roseta especificas para lin-
focitos Ta': (a) linfocitos pequenos, (b) linfoblastos
apos 7 dias de cultura na presenca de GAT.

0s linfocitos foram retirados da cultura em GAT (50 ug/
/m1) no dia 0 (a) e no dia 7 (b) de incubagao, lavados
e analisados para a exibigao do antigenio Ia, no teste
RRAD utilizando o anticorpo monoclonal YCL 6.8 (ver
alineas de "Material e Metodos"). Note-se a diferenca
entre as rosetas de aspecto de morula (a) e as de as-
pecto mais condensado (b).
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Ia nos linfocitos T), activagdo esta que, contrariamente a estimula-

¢3o mitogénica (Fig. 3.22-b), nao foi acompanhada de uma proliferacao

celular (ausencia de incorporagao de timidina tritiada no DNA celu-

lar) (Fig. 3.22-a).




3. Deteccao de respostas imunologicas (celulares e humorais)
contra infeccoes por herpesvirus em doentes imunodeprimi-

dos

0 terceiro grupo de 6 doentes que observamos haviam sido sub
metidos a transplantacdo cardiaca ha mais de 30 dias e estavam a
ser tratados com ciclosporina A (Cs-A) e predenisolona; GAT e predeni
réo]orﬂ eram-lhes administradas quando o seu estado de saude assim o

exigia (para pormenores ver alinea A.2.b, de "Material e Metodos"),

Procedemos a analise de amostras sanguineas por um periodo de

cerca de 8 meses,

Do estudo ao longo do tempo destes 6 doentes tivemos a oportu
nidade de detectar esporadicos picos de linfocitos TIa® por volta do
500a 609 dia pos-operatdrio. Estes elevados valores de calulas Tla‘
sugeriram-nos que talvez estivessemos perante infeccdoviral, pois que
diversos autores (Reinherz e col. 1980; Tatsumi e col. 1980; Crawford
e col. 1981; Carney e col,, 1983) registaram aumentos significativos
de células TIa® no sangue de individuos n3o imunodeprimidos mas in-

fectados por herpesvirus.

3.a. Celulas transformadas por VEB causam activacao de

linfocitos autologos, in vitro

. - & - - -

Tendo considerado o aumento de niveis de celulas Tla sangui-

neas associado a infecgao por herpesvirus, decidimos fazer um estudo
in vitro que nos elucidasse sobre a capacidade de antigénios virais

induzirem o aumento da proporcao de celulas TIa*.
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Para tal recorremos a infecgao por virus Epstein-Barr (VEB) de
linfocitos provenientes de dadores normais (vér alinea B,6.d. de "Ma-
terial e Metodos"). Estes linfocitos transformados por VEB serviram en
tao de celulas estimuladoras numa cultura de 1infdcitos normais autd-
logos. As celulas de resposta diferiam relativamente as celulas estimu

ladoras pelo unico facto de n3o possuirem o antigenio viral,

A Fig. 3.24-a mostra que no 69 dia de cultura dos linfocitos nor
mais com linfocitos autologos transformados por VEB e irradiados*, ja
se observavam elevados niveis de linfdcitos Ia' (48%) e de c8lulas T
possuidoras do antigenio Ia (34%), Estas populagbes 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 antigenios virais foram capazes de, <n vitro,

causar a expressao de Ia em 60% dos linfocitos T (Fig, 3.24-a), resol
vemos estudar para efeitos comparativos o desenvolvimento de celulas

TIa* numa cultura linfocitaria estimulada por antigénios alogeneicos,

Procedemos pois a realizagao da conhecida "one way=MLC" (Cul-
tura mista unidireccional de linfocitos) em que estimulamos os linfo-
citos de um individuo normal com Tinfocitos irradiados de um outro da
dor possuidor de diferentes antigenios de histocompatibilidade (ver

alinea B.6.c. de "Material e Metodos"),

A estimulagao de linfocitos rormais por antigenios virais ou

por aloantigenios causaram uma idéntica activagao de linfocitos T.

* A irradiacao evita a proliferagdo destas celulas estimuladoras.



Fig. 3.24 - Culturas mistas de linfocitos (MLC).

a - Estimulacao de linfocitos normais por linfocitos
autologos transformados por virus Epstein-Barr
(VEB-AMLC).

b - Estimulagao de linfocitos normais por linfocitos
irradiados de diferente dador:
- linfocitos estimuladores: HLA-AZ2,26/B13,358/C8/DR7,8
- linfocitos de resposta: HLA-A7,26/B 8, 7/C7/DR2,3.
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Na verdade, foi no 100dia que em ambas as culturas celulares detecta
mos o maximo de celulas T possuidoras de antigenio Ia: 61% na estimu-
lagao por antigenio viral (Fig. 3.24-a) e 57% por aloantigénio (Fig.

3,24-b).

3.b. Relacionamento de elevados niveis de linfocitos

+ i ~ -
TIa® com infecgoes 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-
plantagao cardiaca ha mais de 30 dias, detectamos esporadicos picos
de linfocitos TIa* que ocorreram entre o 500 e 609 dia pos-operatd-
rio.

Considerando a associagdo que diversos autores fizeram entre
0 aumento de linfocitos TIa' e a infecgdo por herpesvirus em doentes
nao imunodeprimidos (Reinherz e col., 1980; Tatsumi e col., 1980;
Crawford e col., 1981; Carney e col,, 1983) e ainda o facto de o an
tigenio viral ter causado in vitro o desenvolvimento de linfocitos
Tla® (Fig. 3.24-a) decidimos proceder a analise 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 entao en
viados para o laboratorio de Saude Publica (Public Health Laboratory)
do mesmo Hospital onde realizamos o trabalho experimental (Addenbrooke's
Hospital), Utilizaram o metodo de fixagao do complemento para detecgao
de anticorpos contra citomegalovirus (CMV) e contra virus Herpes sim-

ples (VHS), e o teste de imunofluorescéncia para a detecgao de anticor



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 oroprio Hospital
onde se realizaram as operagoes de transplantagao (Papworth Hospital)
encontram-se no Quadro X. Exceptuando o doente D-31, podemos observar
que a administragao de GAT e esteroides se efectuou nos primeiros
dias pos-operatorios. Alem disso o mesmo Quadro mostra que as datas
de seroconversao sao independentes das datas de administracao de GAT

e esteroides ou de transfus3ao sanguinea.

Assim, as seroconversoes do Quadro X indicam que os doentes
D-31, D-35 e D-37 sofreram uma infeccao primaria por CMV sequida de
uma reactivacao por VEB; os doentes D-34 e D-39 acusaram uma reacti=-
vagao por CMV, tendo o segundo doente sofrido previamente uma reacti

vagao por VHS.

Na Fig. 3.25 apresentamos as proporcoes das diversas populagoes
linfocitarias encontradas (i) em individuos normais (ver alineas A.2
e A.3.e deste Capitulo), em (ii) doentes que haviam sofrido enxerto
card7aco a menos de um ano e que nao estavam infectados por herpesvi-
rus e em (iii) doentes que haviam feito enxerto cardiaco ha menos

de um ano mas que estavam infectados por herpesvirus.

Observamos pois que os doentes infectados por herpesvirus pos-
suiam uma populagao de linfocitos T significativamente menor que os
controlos: (i) individuos normais e (i1) receptores de enxerto car-

diaco, mas nao infectados por virus (Fig. 3.25: 19 grupo de colunas),

0s resultados mostram tambem que o decrescimo de linfocitos T

naqueles doentes infectados por herpesvirus foi acompanhado de um
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QUADRO X. Dados clinicos

DIAS POUS-OPERATORIOS

*
Doente Intravenoso (a) transfisso (a) Seroconversao (b)
Sanguinea
GAT Esteroides CMV VEB V.H.5,
D-31 36-40 36-38 4,16,38 70 B3** -
79-81

9 . 10-12 ik _ _
D-34 14-16 13,39,88,114 60

_ 11-14 11-13 ok _
D-35 16 16 12,28,46 56 68
D-37 1-10 25-21 6357:59,79;137 53 136%* =
D-39 1-11 16,31 120%* - J9h%

* Baseado no teste de fixacao do complemento para CMV e H.S.
Baseado no teste de imunofluorescencia para VEB
* Reactivagao
a) Dados fornecidos pelo Papworth Hospital
b) Dados fornecidos pelo "Public Health Laboratory" do Addenbrooke's Hospital
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Fig. 3.25 - Comparacao entre as medias das diversas populagoes linfocitarias encontradas em individuos normais e em
doentes imunodeprimidos mas nao infectados por virus ( ), e em doentes imunodeprimidos e infectados por
herpesvirus ().

Representam-se 0s desvios-padrao das medias; n = tamanho das amostras.

N.S. As variancias e as medias nao sao significativamente diferentes (P >0,05).

* As variancias sao significativamente diferentes (P <0,05) mas as medias nao o sao (P>0,05).
** As yariancias e as medias sao significativamente diferentes (P <0,05).

NOTA: No caso de as variancias das amostras serem significativamente diferentes, utilizou-se o adequado teste t
de Student para comparacao de duas medias, em que o valor das variancias foram ponderadas na determinagao

do numero de graus de liberdade.

g5l
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proporcional aumento de linfocitos B (Fig. 3.25: 19 e 29 grupo de co

lunas).

Nao se encontraram diferencas significativas entre as medias
~ + + i -
das populagoes B, Ia" e Tla dos doentes nao infectados por herpesvi-
rus e as correspondentes observadas nos individuos normais (anotado

com NS na Fig. 3.25).

Pelo contrario, 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 nao infectados (Fig. 3.25: 20, 30 e 49

grupo de colunas).

Note-se que as celulas TIa* dos doentes infectados por virus
foram as que mais se destacaram dos respectivos controlos: 41,0f21,0%
(média I DPM) comparado com 3,8%3,1% em individuos normais e 4,4%2,1%

em doentes nao infectados oor virus (Fig. 3.25:49 grupo de colunas).

3.c. Estudo da relacao de niveis elevados de linfocitos

+ . ~ : . 5 — .
TIla e infecgoes 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 0 estudo da estimativa de cé]g
las TIa® em paralelo com a producdo de anticorpos especificos para

herpesvirus.

Anticorpos de classes IgM e IgG contra CMV foram determinados
pelo metodo de "ELISA" baseado no de radio-imuno-ensaio descrito por

Kangro (1980) (ver alinea B,7.a de "Material e Metodos").
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0 ensaio de antiglobulina relacionada com infecgao (AGRI) foi
realizado de acordo com a metodologia descrita por Koritz e col.(1980)

(ver alinea B.7.b. de "Material e Metodos").

A Ig M total foi determinada pelo teste de hemaglutinagdo pas-
siva e reversiva descrita por Coombs e col, (1978) (ver alinea B.7.c.

de "Material e Metodos").
1) Doente D-31

0 elevado pico de linfocitos Tla* detectado no doente D-31 nos
dias 50-78 pos-operatorios (Fig, 3.26-b) precedeu o aumento dos titu-

los de anticorpos de classes IgM e IgG contra CMV (Fig, 3,26-a).

A administracao de predenisolona ao doente nos dias 78-81 (ver
seta na Fig. 3.26-b) causou um decrescimo acentuado das celulas Trat

de 42% no dia 78 para 5% no dia 81.

Aquela droga causou tambem uma diminuigao muito significativa
da concentracio de linfocitos TIa': de 45x10° celulas/ml de sangue
(dia 78) para 1,5x104/m1 (dia 81). No mesmo periodo de tempo a concen
tracao de celulas T baixou de T,O]xIOG/ml para O,33x106/m1 e a de lin

focitos totais de 1,69x106/m1 para 0,74x106/m1 de sangue,

0 tratamento de predenisolona nao afectou, no entanto, o0s ni-

veis de anticorpos contra CMV (Fig. 3.26-a).

A reactivagao por VEB detectada no 83%dia foi acompanhada de
uma elevacdo de células TIa' que consistiu em 20% dos linfocitos T,
nao chegando portanto a atingir os niveis obtidos aquando da infecgao

por CMV (Fig. 3.26). Este reduzido pico podera ser atribuido 3 acgao
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ainda efectiva de vestigios da predenisolona administrada nos dias an

teriores (dias 78 a 81).

0 facto de, por um lado, termos detectado antes da infecgao vi

ral reduzidos nfveis de (i) anticorpos contra CHV (titulo <8*),(ii)

anticorpos de classe IgG contra CMV (tTtulo 400) e (iii) de classe
IgM contra CMV (tftulo 0),e por outro lado, termos observado durante

infecgao viral uma elevacao da producao de:(i) anticorpos IgG (titu

lo: 400 a 6400), (ii) anticorpos IgM (tTtulo 0 a 400) ambos especifi

3 2 192x10%) e

cos para CMV, bem como (iii) IgM total (tTtulo: 64x10
(iv) AGRI (titulo:0a 160) (Fig. 3.26-a) podemos concluir que ocorreu

no doente D=31 uma infeccao primaria por CMV.

2) Doente D-37

0 doente D-37, tal como o doente D-31, apresentou elevados pi-
cos de linfocitos TIa' (Fig. 3.27-b) que precederam o aumento de anti

corpos de classes IgM e IgG contra CMV (Fig. 3.27-a)

Neste doente nao se administraram drogas imunodepressivas du=
rante a ocorréncia dos picos de linfocitos TIa', mas as transfusdes
sanguineas efectuadas nos dias 57, 59 79 e 137 (ver Quadro X) parecem
estar relacionados com a reducio temporiria da populacio TIa® (vér se

tas na Fig. 3.27-b).

As transfusdes sanquineas nao afectaram, no entanto, os nfveis

de anticorpos contra CMV (Fig. 3.27-a).

* Resultado nao apresentado,
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Embora se tenha detectado no doente D-37 uma reactivagao por
VEB no dia 136, esta nao foi observada em termos de aumento de celu-
las TIa® muito provavelmente por se lThe ter efectuado uma transfusao

sanguinea (Fig. 3.27-b).

Consideramos que este doente possa ter sofrido uma infecgao
primaria por CMV porque, tal como o doente D-31, antes da infecgao vi

ral possuia reduzidos niveis de: (i) anticorpos contra CMV (titulo

*
<8 ), (ii) anticorpos de classe IgG contra CMV (titulo 100) e (iii)
de classe IgM contra CMV (titulo 0) e durante infeccdo viral obser-

vou-se elevacao da produgao de: (i) anticorpos IgG (t7tulo 100 a

12800), (ii) anticorpos Igi (titulo O a 400) ambos especificos para
CMV, bem como (iii) IgM total (titulo: 64x103 a 512x103) e (iv) AGRI
(titulo: 20 a 2560) (Fig. 3.27-a).

3) Doente D-35

No doente D-35 observamos apenas um modesto pico de linfocitos
TIa* antecedendo a producao de anticorpos contra CMV (Fig. 3.28). Pen
samos que as transfusoes sanguineas recebidas por este doente nos dias
28 e 46 (Quadro X) possam ter dificultado a estimativa da populagao

TIa™.

Detectou-se reactivacao nor VEB 8 dias depois da infecgao por
CMV mas o aumento de linfocitos TIa' ndo foi muito evidente (Fig.

3.28-b).

Antes da seroconversao de CMV observamos reduzidos niveis 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 (titulo

0) (Fig. 3,28-a). Durante infecgao viral detectamos um aumento da pro-

ducdo de: (i) anticorpos IgG (tTtulo: 200a 12800), (ii) anticorpos IgM
(tTtulo: 0 a 1600) ambos especificos para CMV, bem como (iii) IgM to-

tal (ttulo: 128 a 256) e (iv) AGRI (tTtulo: 0 a 5120) (Fig. 3.28-a).

Tal como concluimos para os doentes D-31 e D-37, admitimos

ter havido no doente D-35 uma infecgdo primaria por CMV.
4) Doente D-34

Embora se tenha detectado uma forte resposta de anticorpos de
classe IgG contra CMV, nao observamos no doente D-34 qualquer pico

de celulas TIa™ (Fig. 3.29).

Este doente nao apresentou infeccao por VEB e a infeccao por

CMV parece ter sido uma reactivagao.

Na verdade, antes da infecgao viral o doente possuia elevados
niveis de: (i) anticorpos contra CMV (titulo >32*) e (i1) anticorpos
de classe IgG contra CMV (ttulo 1200)3 e durante infeccao viral ape
nas se detectou producdo de anticorpos especificos de classe IgG (ti
tulo: 1200 a 51.200) pois que anticorpos IgM contra CMV apresentaram
um reduzido aumento (titulo: 0 a 100) e a IgM total bem como a AGRI

nao mostraram qualquer incremento (Fig, 3.29-a).

* Resultado nao apresentado,
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5) Doente D-39

Relacionamos 0 pico de linfocitos T1at do doente D-39 com a in

feccdao por virus herpes simples (VHS) e nao por CMV (Fig. 3.30).

De facto, nao detectamos qualquer variacao na producao de anti
corpos contra CMV quer de classe IgG quer de classe IgM, nem na forma
cao de AGRI (Fig. 3.29-a). A deteccao de anticorpos de classe IgG con
tra CMV (tTtulo: 1600) sugere que O doente D-39 sofrera antes da pre-

sente analise seroldgica uma infecgao por CMV.
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IV. DISCUSSAO

Os linfocitos do sangue humano tém sido compartimentados em di
versas populagoes linfocitarias de acordo com a presenca de determina-
das estruturas celulares na membrana plasmatica (i.e., imunoglobulina;
receptores: (i) de complemento, (ii) da porcao Fc da imunoglobulinas e
(iii) de eritrocitos de carneiro; e antigénios tal como os detectados:
(i) em todos os linfocitos T, (ii) nos linfocitos T auxiliares e (iii)
nos linfocitos T supressores) e ainda pelas suas capacidades funcionais
demonstradas in vitro (i.e., activacao linfocitaria por mitogeneos e
aloantigenios, linfolise mediada por celula, citotoxicidade celular de
pendente de anticorpo e actividade celular NK, "natural killer" (para

revisao ver Hokland, 1981).

No presente estudo utilizamos reaccoes de roseta para detectar
as populagoes linfocitarias. A reaccao de roseta antiglobulina directa
(RRAD) permitiu identificar os linfocitos B, i.e., as células possui-
doras de imunoglobulina de superficie membranar (IgSm). A reaccao de
roseta anti-determinante directa (RRAdD) foi utilizada para identifi-
car nao so os linfocitos T (i.e., as celulas possuidoras do antigenio
detectado pelo anticorpo monoclonal YTH 12.5) mas tambem os linfocitos

+ g - . = = s . i
(i.e., as celulas portadoras do antigenio monomorfico codificado

Ia
pelo sistema HLA-DR, detectado pelo anticorpo monoclonal YCL 6.8) e
os linfocitos Ck+ (i.e., as celulas possuidoras da cadeia leve K da
imunoglobulina, detectada por um anticorpo monoclonal especifico). Os
linfocitos possuidores de receptores para a porgao Fc da IgG (RFcY+)

foram identificados pela reacgao de roseta EA, utilizando eritrocitos

recobertos por I1gG especifica.

As reacgoes eram simples de realizar e pouco dispendiosas. Foi,



169

no entanto, necessario prestar atencao a pequenos pormenores de ordem
tecnica, incluindo nomeadamente: (i) a preparacgao dos eritrocitos pa-
ra suporte dos anticorpos,(ii) as condigoes do anticorpo (concentra-
¢ao, diluente) usado na reacgao de conjugagao aos eritrocitos e (iii)
realizacao da reaccgao de roseta. Uma vez atingidas as condigoes opti
mas de reacgao, ent3ao o metodo apresentava-se dotado de elevada sen-

sibilidade e de grande facilidade de repeticao experimental.

0 aperfeigoamento das condigOes para a execugao das reacgoes
de roseta encontra-se descrito na nossa tese de "Master of Science"
(Carvalho, 1983). Naquela dissertagao evidenciamos também a semelhan
ca de resultados obtidos pelos dois metodos de marcagao dupla: desti
tuicdo celular e reaccao de roseta mista (RRM). Alem de ser um meto
do simples, rapido e directo, a RRM utiliza pequenas quantidades de
linfocitos (~O,5x106) pelo que se apresentou extremamente util para
a delineagao de subpopulagoes duplamente marcadas em doentes sob tra
tamento imunodepressor, uma vez que nestes doentes a recolha linfoci

taria era muito baixa (0,08 - O,6x106 celulas/m1 de sangue).

A. POPULAGUOES LINFOCITARIAS EM DADORES SAUDAVEIS

1. A populagao B

Neste estudo identificamos os linfocitos B pelo metodo de RRAD
que e mais sensivel que o da imunofluorescencia directa (IFD), poden
do detectar a IgSm distribuida em menor densidade na superficie celu
lar (Haegert, 1978 a,b; Haegert e col.,1978; Binns e co1.,1979). Des
te modo, a populacao B definida pela RRAD e heterogenea, incluindo
tanto os linfocitos possuidores de densa IgSm como os portadores de

reduzida concentragao de IgSm, ou seja, inclui nao so as celulas ti-



picamente B (IFD*) mas também as c&lulas IFD RRAD', respectivamente.

Tem sido sugerido que os linfocitos com IgSm pouco densa, for
mam a populacao L (L de "labile" do ingles, instavel) possuindo IgG
citofilica adsorvida pelos seus receptores Fc de elevada avidez
(Horwitz & Lobo, 1975; Lobo & Horwitz, 1976). Estas celulas possuem
elevada actividade 17tica (actividade de celulas K) e ndo sao 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 incubacao dos linfocitos a 370C, pois que obser
varam uma reducao da quantidade de linfocitos corados por fluorescel
na no teste IFD. Pelo contrario, Haegert e col. (1978) mostraram que
nao ha redugao do nimero de linfocitos formadores de roseta no teste
RRAD mesmo apos a referida incubacdao que supostamente causa a elui-

cao da Ig citofilica.

Com vista a clarificar a questao de todos os linfocitos RRAD*
(de IgSm em alta e baixa densidade) (i) serem ou nao verdadeiras qé
lulas B (produtoras da sua propria IgSm) ou (ii) se porventura esta-
riam tambem incluidas celulas L, resolvemos testar os linfocitos pa-
ra dois marcadores simultaneamente. Assim, usamos o anticorpo serico
anti-Fab e o AcMc anti-cadeia leve K, no teste RRM. Tres situagoes
eram de esperar: (i) o AcMc a-ck podia reagir com cerca de 2/3 da
totalidade de células IgSm’, o que indicaria que as celulas defini-
das pela RRAD eram verdadeiras celulas B; (ii) contudo, se mais de
2/3 das celulas IgSm+ fossem Ck+’ entao o AcMc a-ck teria detectado
nao so os linfocitos B mas tambem todos os linfocitos portadores de
Ig citofilica; (iii) finalmente as celulas Ck+ poderiam apresentar-

-se em menor proporgao que os 2/3 da totalidade das celulas IgSm+,
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sugerindo que o AcMc nao estaria a ser utilizado nas suas optimas con

digoes de reaccgao.

No nosso estudo o AcMc a-C, foi utilizado em condigoes saturan
tes e por conseguinte a ultima situagao acima referida nao se aplica.
De facto, os resultados mostraram que o AcMc reagiu com 2/3 da totali
dade de celulas IgSm+ (Quadro I e Fig. 3.3) sugerindo que todas as ce
lulas IgSm+ detectadas pela RRAD eram linfocitos B sintetizadores e
expressores de Ig: 2/3 de cadeia K e 1/3 de cadeia A. Infelizmente nao
nos foi possivel adquirir um AcMc, ou um anti-soro, contra a cadeia le
ve A para ser usado na situagao complementar a do AcMc anti-Ck.

Na verdade se parte das células RRAD' fossem linfocitos porta-
dores de Ig citofilica, entdo o AcMc a-C, reagiria com todas estas ce
lulas porque elas adsorveriam de forma ndo especifica tanto as moléecu

las de cadeia K como as de cadeia A e por conseguinte a proporgao de

celulas Ck+ seria superior aos 2/3 das células IgSm™.

Em conclusao, este estudo sugere que nas nossas condigoes expe-
rimentais, as células formadoras de roseta no teste RRAD eram linfoci-

tos B que expressavam a sua propria Ig sintetizada.

Nao podemos deixar de fazer notar que tanto nas experiencias
realizadas por Haegert e col. (1978) como no nosso trabalho, os lin-
focitos foram isolados dos monocitos por tratamento de penta-carbonilo
de ferro (incubacao a 379C,durante 30 min) enquanto que Horwitz & Lobo
(1975), Lobo e col. (1975) e Lobo & Horwitz (1976) utilizaram suspen-
soes de celulas mononucleares onde se encontravam tambem monocitos
que eram identificados por microscopia de contraste de fase. Ora e do
conhecimento geral que os monocitos possuem receptores de Fc de eleva

da avidez e que a sua distingdo relativamente aos linfocitos em micros
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copia optica e deveras dificil. Apresenta-se-nos pois admissivel que
o decrescimo de celulas fluorescentes, de 32% para 9%, observado por
Lobo e col. (1975) fosse devido a eluigao da Ig adsorvida por mondei

tos.

Num artigo recente de Wilson e col. (1984) sugere-se que a te
cnica de RRAD detecta a Ig inata dos linfocitos B e tambem a Ig cito
filica passivamente adsorvida. Esta conclusao foi tirada do facto de
observarem uma queda do numero de celulas IgSm' apds 3 horas de incu
bacao dos linfocitos a 379C. Naquele artigo comparam tambem diversos
procedimentos para isolamento dos linfocitos e em qualquer dos casos
encontraram mais celulas IgSm+ do que a soma das celulas Ck+ e CA+’
resultados estes que nao comentam nem discutem. A Unica diferenca en
tre a tecnica de Wilson e col. (1984) e a nossa reside no anticorpo
utilizado para identificar os linfocitos IgSm': o de Wilson e col.
foi o T379/4 e o nosso o Z668F, ambos produzidos em Carneiro, no mes
mo laboratorio. 0 excesso de celulas IgSm+ que Wilson e col. (1984)
encontraram pode ser atribuido a possibilidade de o anticorpo T379/4
ou fazer reaccao cruzada ou estar contaminado por anticorpos que rea

jam com determinantes antigenicos diferentes da IgSm.

Contrastanto tambem com os resultados de Wilson e col. (1984),
Pepys e col. (1981) descrevem que a soma de celulas Ck+ (15.5%) e
CA+ (7,9%) e igual ao numero de celulas marcadas (i) quando ambos os
marcadores de celulas C, e Cy sao utilizados simultaneamente (isto e,
as celulas apresentam ou a cadeia K ou a cadeia X, de forma exclusi-
va) (ii) ou quando um anticorpo convencional contra Ig e utilizado.
Pepys e col. (1981) utilizaram um imuno-ensaio de elevada sensibili-
dade em que F(ab')2 contra Ig humana era marcada pela fosfatase alca-

lina a fim de detectar as celulas IgSm+; para aumentar a sensibilida-



de do teste adicionaram ao meio de incubagao dos linfocitos comple-

x0s de fosfatase alcalina e F(ab')2 anti-fosfatase alcalina.

0 presente estudo apoia as observagoes de Pepys e col. (1981)
sugerindo que os linfocitos B detectados por metodos muito sensiveis
possuem IgSm estrutural e nao Ig passivamente adsorvida. Aqueles au-
tores tambem confirmam a heterogeneidade dos linfocitos B anterior-
mente descrita por Haegert & Coombs (1979): (i) ceélulas "B-major"
(IFD+) facilmente detectadas (ii) e celulas "B-minor" (IFD"/RRAD+/

3 L - : y - 3
imuno-ensaio ) apenas detectadas por tecnicas muito sensiveis.

2. A populagao T

0s nossos estudos mostraram que quer as rosetas-E quer a RRAD,
utilizando o anticorpo monoclonal YTH 12.5, definiram a mesma popula
¢ao linfocitaria, a populacao T (Fig. 3.1). 0 AcMc YTH 12.5 bloqueia
a ligagao do AcMc OKT3, sugerindo que ambos reconhecem o mesmo deter
minante antigenico, a molecula T3 (Cobbold & Waldmann, 1984). 0 AcMc
OKT3 & um marcador dos linfocitos T do sangue humano periferico
(Reinherz e col. 1979-a) e reage com um polipeptideo de 20 KD (Rein
herz e col., 1983), peptideo este que provavelmente nao se encontra
associado ao receptor para eritrocitos de Carneiro existente nos lin
focitos T humanos (Verbi e col., 1982) pois nao inibe (nem o AcMc

YTH 12.5 inibe; Carvalho, 1983) a formacao de roseta E.

Diversos anticorpos monoclonais tem sido utilizados para cla
rificar a natureza do receptor para eritrocitos de Carneiro existen
te nos linfocitos T humanos. Dos varios AcMc da serie OKT contra an
tigenios da superficie externa da membrana dos linfocitos T, apenas

o AcMc OKT 11 bloqueia a formagao de roseta E e se liga a um poli-
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peptideo de aproximadamente 50 KD (Verbi e col., 1982). Da série de
AcMc Leu so o Leu-5 inibe a reaccao de roseta E e tambem este se 1i-
ga a um polipeptideo de 40 a 50 KD (Howard e col., 1981). 0 AcMc an-
ti-D66 tambem inibe a formacao 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 esta intimamente associado ao receptor para eri

trocitos de Carneiro existente nos linfocitos T humanos.
3. Interrelagao das populagoes B e T

A delineagac das populacoes B e T obtida por metodos de reac-
cao de roseta (usando imunoglobulina anti-Fab e o AcMc YTH 12.5, res-
pectivamente) desenhou quatro fenotipos diferentes: (i) celulas B
(B+T-), representando 12,1%5,1% da totalidade dos 1linfocitos sangui
neos; (ii) celulas duplamente marcadas (B+T+), correspondendo a
4,4%3,2% dos linfocitos totais; (iii) células T (B'T"), sendo 72,0%
18,4% de todos os linfocitos; e (iv) células nulas ("Null cells")
(B'T™), representando 11,5f10,0% dos linfocitos sanguineos (Quadro

11 & Pigs 3.3).

Tanto a destituicao de uma populagao como a reacgao de rose
ta mista indicaram que as celulas B e T nao formavam populagoes com
pletamente distintas, com antigenios diferenciais expressos separa
damente. Pelo contrario, parece delinear-se um espectro compreenden
do numa extremidade celulas possuidoras de IgSm em elevada densida-
de (B+T*), depois celulas com menor concentragao de IgSm e expres-
sando tambem o antigénio T (8*T%), de sequida c&lulas possuidoras
do antigenio T mas sem IgSm (B'T+) e na outra extremidade celulas
sem apresentarem marcadores B e T detectdveis (BT ). E de admitir-

-se que possam ocorrer varios niveis de densidade de IgSm e do an-



tigenio T e assim a sua deteccao como celulas B ou T, respectivamen-

te, esteja dependente da sensibilidade do metodo usado.

Identico espectro foi sugerido por Hokland (1981) no qual se
encontram celulas com grande quantidade de IgSm numa extremidade, e
na outra celulas com elevada avidez para a formacao de rosetas E e
sem possuirem IgSm detectavel; no meio deste espectro encontram-se
as celulas possuidoras de ambos os marcadores celulares (B+E+), cu-
ja proporcao pode ser aumentada pela exposicao dos receptores E es-
condidos nas celulas B ao tratarem-se os linfocitos com neuraminida
se (Bentwich e col., 1973-b), com fosfolipase A (Hanaumi e col.,

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

Poder-se-ia argumentar que a subpopulacao duplamente marcada
(B+T+) nao seja mais do que uma proporcao de celulas T fixando Ig do
soro pelos seus receptores Fc. Contudo o presente estudo com o AcMc
contra a cadeia leve K indicou que o fenomeno de fixacao de Ig cito
filica, nas nossas condicoes experimentais, nao ocorreu. Na verdade
observamos que as celulas Ck+ representavam 2/3 nao so da totalida-
de dos linfocitos B (Quadro I e Fig. 3.3) como tambem das celulas

8* 1" (Quadros I e III e Fig. 3.3).

A subpopulagao B T , que tem sido amplamente referida como
"opulagao nula” (primeiramente descrita por Froland & Natvig,1973)
ou "terceira populagao” (Ferrarini e col., 1980) representou, nas
nossas ohservagoes, 11,5210,0% da populacdo linfocitaria total. Con
tudo alguns investigadores (Haegert e col., 1978; Pepys e col.,1981)
nao encontraram tal populagao. Na verdade nos observamos uma enorme
variacao na proporgao desta subpopulagao B'T , de 0,0% ate 34,0%

com media ¥ DPM de 11,5510,0% (Quadro II), de entre os individuos
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estudados. Por conseguinte os nossos resultados indicam que a contro-
versia relativa a existencia ou ndo existencia da populagao nula ndo
e devido ao método utilizado na sua detecgao mas & essencialmente de

pendente do dador linfocitario.
4. A populacio Ia'

As moleculas Ia sao 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 antigenios "Ia-Tike" ou de Classe II (Schlossman e col.,
1976). Os antigenios "Ia-like" ou simplesmente antigenios Ia, estao
relacionados com o reconhecimento celular do antigenio (Puri & Lonai,
1980) e intervem em interaccoes celulares tal como na funcao T auxi-
liar em que as celulas okT4" se 1igam aos antigenios Ia presentes nas
celulas alvo (Reinherz e col., 1983). A molecula Ia e constituida por
duas subunidades polipeptidicas (cadeia o de 34 KD e cadeia R de 29
KD) que nao se encontram ligadas por pontes dissulfurosas (Billing
e col., 1976 ; Springer e col., 1977) e possuem acidos glicossiali-

cos a superficie celular (Lloyd e col., 1981).

Tem-se observado moleculas Ia na superficie de linfocitos B,
monocitos e numa subpopulacao de celulas nulas (Winchester e col.,
1975-a; Humphreys e col., 1976; Whinchester e col., 1976; Schlossman
e col., 1976).

Utilizando metodos de marcacao dupla observamos que a maioria
(mas nio todas) das células Ia' (68,78%17,35%, Quadro IV e Fig. 3.9)
se incluiam na populagao B. Verificamos tambem que 21,03%12,3% (Qua-

dro V e Fig. 3.9) das células Ia' eram linfocitos T. Os resultados in
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dicam que so 51,79f25,70% (Quadro IV e Fig. 3.7) dos linfocitos B ex
pressavam o antigenio Iat e que 4,12f2,36% dos linfocitos T possuiam

detectaveis moleculas Ia (Quadro V e Fig. 3.8).

Embora tivessemos encontrado identicas proporcoes de linfoci-
tos B (IgSm') e linfocitos Ia* (19,4%6,4% e 15,6%7,6%, respectivamen
te, Fig. 3.2) os estudos de marcagao dupla mostraram que a presenca
do antigenio la por si s0, na membrana celular, ndo pode ser usado

como marcador especifico de linfocitos B.

Tem sido descrito que linfocitos T activados, quer im vitro
quer in vivo, expressam o antigenio Ia (Fu e col., 1978; Evans e
col., 1978; Ko e col., 1979; Charron e col., 1979). A presenga do
antigenio Ia nos linfocitos T em repouso tem sido tema de grande con
troversia. Alguns autores negam ter encontrado tal subpopulagado TIa*
quer utilizando anti-soros heterologos policlonais seguido de ensaio
de citotoxicidade com ey (Evans e col., 1978) quer utilizando an
ticorpos monoclonais e "FACS" ("Fluorescence Activated Cell Sorter")
(Reinherz e col., 1979-b). Pelo contrario, outros investigadores
(Albrechtsen e col., 1977; Fu e col., 1978;
Yu e col., 1980; Schuurman e col., 1980), utilizando anti-soros he
terologos policlonais e imunofluorescencia indirecta observaram
cerca de 4-10% de linfocitos T expressando antigenios Ia. Em todos
estes estudos o marcador de celulas 1a* foi aplicado a populagao de
linfocitos T previamente isolada. No nosso trabalho realizamos a te
cnica de marcacao dupla e simultanea, a RRM, tendo verificado que
4,12%2,36% dos linfdcitos T em repouso possuiam o antigenio Ia (Qua

dro V e Fig. 3.8).

0 numero de linfocitos T expressando o antigenio Ia aumenta
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para 40-70% apos estimulagdo iZn vitro ou in vivo (Fu e col., 1978;
Evans e col., 1978; Charron e col., 1979; Ko e col., 1979), indicando
activacao celular. Identicas elevacoes de celulas TIa® foram observa-
das no presente estudo, quer em experiencias in vitro: (i) estimula-
¢ao mitogenica (por PHA e GAT) (Fig. 3.22), (ii) cultura de linfoci-
tos mista (MLC) (Fig 3.24), e (iii) MLC com linfocitos autologos trans
formados por virus Epstein-Barr (Fig. 3.24); quer em estudos in vivo:
durante infecgao viral em doentes imunodeprimidos apos transplantacao
cardiaca (Fig. 3.27 a 3.30). Estes resultados serdo discutidos na sec

¢ao B deste Capitulo.
5. A populagao RFcY+

Trabalhos iniciais sobre a distribuigao de receptores FcY pelas
populagoes linfocitarias indicavam que apenas os linfocitos B possuiam
tais receptores (Cline e col., 1972; Jondal, 1974). Outros (Brown &
Greaves, 1974), registaram que apenas a maioria dos linfocitos B ex-
pressava tal receptor. Mais recentemente Samaru e col. (1976) e Hokland
e col., (1978) registaram ainda menores proporgoes dos linfocitos B com
RFcy. Numa tentativa de determinarem a proporcao de linfocitos com am
bos os marcadores, Gergely e col., (1977) utilizaram marcagao dupla:
(i) anti-soro fluorescente contra Ig humana (para marcacao de celulas
B) e (ii) complexos de eritrocito-anticorpo EA, (para marcagao de ce-
Tulas RFcY+; a reduzida percentagem de celulas B (11%) portadoras de
receptores FcY foi atribuida a uma possivel interferencia do soro an

ti-Ig na reacgao de roseta EA.

Para determinarmos a proporcao de linfocitos B possuidores de
receptores FcY e de IgSm utilizamos tambem um sistema de marcagao

dupla: (i) eritrocitos fluorescentes de Boi foram conjugados com anti-



-Ig (marcador de celulas B) e (ii) eritrocitos nao fluorescentes de
Boi foram sensibilizados com Ig anti-eritrocito de Boi (marcador de
celulas RFcY+); ambos os eritrocitos indicadores foram levados a rea
gir simultaneamente com os linfocitos na RRM. Como os reagentes nao

faziam reacgao cruzada puderam ser utilizados conjuntamente sem cau-

sarem interferencia na capacidade dos linfocitos formarem as rosetas.

0 nosso estudo mostrou que 74,33%13,00% dos linfocitos B possuiam re

ceptores para a porgao Fc da IgG (Quadro VI e Fig. 3.7).

Alem disso, a RRM entre os marcadores de celulas T e de celu-
las RFcY+ mostrou que 4,652,4% dos linfocitos totais eram TFcY+ e
que 6,]Of3,09% das celulas T possuiam receptores FcY (Quadro VII e
Fig. 3.8). Estes resultados confirmam as observagoes de uma pequena
subpopulagao de celulas TFcY+ descritas por Hallberg e col. (1973),

Brown e Greaves (1974) e Dickler e col. (1974).

0s linfocitos RFCY+ la* representaram 14,4%4,4% da populacgao
linfocitaria total, correspondendo a 52,60t7,25% de linfocitos Ia’
possuidores de RFcY (Quadro VIII e Fig. 3.9) e a 67,24%17,28% dos Tin

focitos RFcY+ portadores do antigenio Ia (Quadro VIII e Fig. 3.10).

Embora 14% dos linfocitos totais possuam receptores FcY e an-
tigenios Ia (QuadroVIII e Fig. 3.9), estas duas estruturas parece nao
estarem associadas pois que a inibicao com AcMc contra antigenio Ia
nao causa interferencia na capacidade dos linfocitos formarem rose

tas EA (Dobloug e Oyen, 1981).

Kaszubowski e col. (1980) descrevem que o aumento de celulas
TIa™ apds estimulacdo mitogénica & devido ao aumento da percentagem
de células TFcY+ a expressarem o antigenio Ia. Os nossos resultados

contrariam tais observagoes uma vez que a activagao celular apos es
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timulacao por PHA ou GAT causou um aumento das células TIa‘ (at@ ca.
50%) enquanto que as celulas RFcY+ sofreram uma reducao significati-
va (de ca. 12% para < 5%) (Fig. 3.22). Estudos de inibicao realizados
por Indiveri e col. (1980) indicam também que ndo hd qualquer relacao
entre a expressao de novo de antigenios Ia nas celulas T activadas e

0s receptores Fc ou os receptores para eritrocitos de carneiro.

Observamos tambem a existencia de receptores FcY tanto em lin-
focitos B™ como em linfGcitos T~ (Quadro VI e VII, respectivamente e
Fig. 3.6), estando pois de acordo com observacdes anteriores relati-
vas a populagdo nula possuir receptores FcY (Froland & Natvig, 1973;
Lobo e col., 1975; Horwitz & Lobo, 1975; Arbeit e col., 1977; Hokland

e col., 1978; Horwitz & Bakke, 1984).

6. Um modelo para a interpenetracao das diversas
populagoes linfocitarias.

Na Fig. 4.1 tentamos visualizar a relagao entre as diversas
subpopulacoes linfocitarias humanas (B, T, la" e RFcY+) baseada na
analise de marcacao dupla. Neste modelo a sobreposicio das populagoes
T com B (4,4%), T com Ia* (3,4%), T com RFcY+ (4,6%) foram incluidas
na mesma populagao, formando pois uma subpopulacao quadruplamente mar

cada: IgSm'(B), YTH 12.5% (T), Ia* e RFcyf

Subpopulagao duplamente marcada
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Para provar a existencia de tal subpopulagao quadruplamente
marcada teriamos que ter utilizado os quatro marcadores celulares si
multaneamente na RRM. Na verdade fizemos ainda a tentativa de utili-
zar tres tipos de eritrocitos indicadores, tendo sido um marcado com
fluoresceina, outro com rodamina e 0 terceiro nao marcado. Infeliz-
mente tornava-se muito dificil distinguir as rosetas duplamente das
triplamente marcadas ao microscopio equipado para fluoresceina e para
rodamina. Obviamente que a utilizagao de quatro marcadores celulares

simultaneamente iria ainda complicar mais o sistema.

Se bem que nao comprovada, tal subpopulacao quadruplamente
marcada no sangue periferico podera reflectir uma caracteristica fun

cional e/ou um grau de maturagao dos linfocitos.




B. POPULAGUES LINFOCITARIAS EM DOENTES RECEPTORES DE
ENXERTO CARDTACO

Gracas ao aperfeigoamento das tecnicas cirurgicas, a rejeicao
do enxerto e a susceptibilidade a infeccao tornaram-se a maior limi-
tacao ao sucesso da transplantacao cardiaca. 0 melhoramento dos regi
mes imunodepressores para controlo da rejeigao tem permitido prolon-
gar o periodo de sobrevivéncia dos doentes. Tais tratamentos imunode
pressores baseiam-se em experiencias anteriores obtidas na transplan
tacao renal. Assim, tem-se utilizado protocolos de tratamento triplo
empregando: (i) corticosteroides, como a predenisolona; (ii) agentes
anti-metabolicos, como a azatioprina; (iii) e globulina heterdloga

anti-timocito humano (GAT).

Nos ultimos anos este protocolo convencional tem vindo a ser
substituido pela terapia por ciclosporina A (Cs-A) com consideravel
sucesso na transplantacao do rim, do pancreas e do figado (Klaus,

1981; Green,1982).

No presente trabalho investigamos o efeito de tratamentos imu-
nodepressores nas subpopulacoes linfocitarias de doentes receptores
de enxerto cardiaco. Por uma questao metodologica dividimos os doen-
tes em tres grupos: (i) doentes de sobrevida longa (tinham sido ope-
rados ha mais de um ano) mantidos com azatioprina e predenisolona, e
que haviam recebido GAT durante os 28 dias seguintes a operagao; (ii)
doentes pos-operados mantidos em Cs-A e predenisolona cujas subpopu
lagoes linfocitarias foram analisadas para o efeito da administragao
de GAT nos 10 dias seguintes a transplantacao; e (iii) doentes imuno
deprimidos com Cs-A e predenisolona, e que haviam recebido GAT espo-

radicamente.

182



0 diagnostico histologico de rejeicao foi determinado por biop
sias regulares do coragao transplantado. Nao foram observados sinais
de rejeicao em nenhum dos doentes aquando do nosso estudo (0'Toole e
col., 1985).

A recolha linfocitaria obtida das amostras de sangue destes

4 celulas/ml)

doentes era significativamente mais baixa (13,50f7,80x10
do que a obtida de individuos normais (110,00%10,00x10% c&lulas/m1).
Tanto nas amostras dos doentes como nas dos individuos controlo (i)
o sangue fora desfibrinado, (ii) as celulas mononucleadas separadas

por centrifugacao em ficoll/hypaque (F/H) e (iii) os linfocitos iso-

lados apos tratamento por penta-carbonilo de ferro.

Poder-se-ja argumentar que a baixa recolha linfocitaria dos
doentes fosse devida a uma "fuga" dos linfocitos afectados pelas dro
gas da interface do F/H para o sedimento. Contudo a analise diferen-
cial das amostras de sangue total dos doentes, realizada no Papworth
Hospital, mostrou haver reducdao dos linfocitos circulantes (resulta-
dos nao apresentados), indicando que ocorrera linfocitopenia nestes

doentes tratados com drogas imunodepressoras.
1. Terapia por corticosteroides e azatioprina

Muitos investigadores tem vindo a estudar o mecanismo de acgao
dos corticosteroides em diferentes tecidos. Esta questao foi revista
por Fauci e col. (1976) que sugeriu tres hipoteses para a accao de
tais imunodepressores. A primeira diz que os corticosteroides podem
interagir directamente com a membrana celular e assim alterar a sua
estabilidade e configuragao, o que podera causar alteragoes no padrao
da circulagdo linfocitaria. A segunda hipotese sugere que os corticos

teroides reajam com um receptor de membrana, que migrem para o nucleo
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celular e que ai induzam nova sintese proteica. A terceira hipotese

e a de que os corticosteroides podem activar o AMP ciclico com o fim
de modelar determinadas funcoes celulares, como a sintese proteica.

Provavelmente estes mecanismos nao se excluem, antes pelo contrario,
podem concorrer para as modificagoes observadas nos diferentes tipos
celulares durante terapia por corticosteroides. Tais modificacoes po
dem explicar a redistribuicao das celulas, que se manifesta pela sua
saida da circulagdo para irem colonizar outros compartimentos do cor

po (Hedman & col., 1984).

Azatioprina e um agente anti-metabolico usado na terapia imu-
nodepressora e anti-inflamatoria. 0 seu modo de acgao nas celulas lin

foides nao e conhecido.

a. Efeito dos corticosteroides e da azatioprina nas
funcoes dos linfocitos

Tem-se realizado diversos estudos 7Zn vitro com vista a conhecer-
-se o fenomeno de imunossupressao das funcoes das celulas mononucleadas.
Metilpredenisolona causa 74% de supressao no teste de citotoxicidade
mediada por linfocitos (Rosenberg & Lysz, 1978); aquela substancia e
eficaz quando aplicada quer durante as primeiras 24 horas dos 7 dias
do periodo de sensibilizagao, quer ao fim de 3 horas de incubagao com
as celulas alvo dos linfocitos sensibilizados. Assim, aqueles autores
(Rosenber & Lysz, 1978) consideram que o mecanismo de acgao da metil-
predenisolona se manifesta tanto na supressao da geragao de linfocitos
citotoxicos como na supressao da actividade citotoxica dos linfocitos

especialmente sensibilizados.

Diversos grupos de investigadores (Sazaki e col., 1979; Ten Ber

ge e col., 1981; 1982; Guillou e col., 1982) tem observado redugoes si



gnificativas na actividade das celulas assassinas naturais, "NK" (do
ingles "Natural Killer cells") e na citotoxicidade celular dependen-
te de anticorpo (ADCC), desempenhada por celulas assassinas, "K" (do
ingles "killer cells"), em doentes sob tratamento de predenisolona e
azatioprina. Mais recentemente observou-se que apenas a administracao
de azatioprina (Shih e col., 1982; Prince e col., 1984), e nao a de
predenisolona (Prince e col., 1984) causa a redugao das actividades

de NK e ADCC dos doentes.

A adicao de azatioprina aos meios de cultura durante as primei
ras 24 horas de incubacao dos linfocitos na reacgao de linfocitos mis
ta ("MLR") causa uma significativa redugao da proliferacao celular

(Bach & Bach, 1972).

Do mesmo modo, 0s linfocitos de individuos voluntarios sujeitos
ao tratamento de predenisolona apresentam uma reducao significativa da
capacidade de serem estimulados por PHA ou por alo-antigenios (Heilman,

1972; Fauci & Dale, 1974; Webel e col., 1974).

No entanto a estimulacao dos linfocitos B de dadores tratados
com esteroides nao difere da estimulacao observada em individuos para
controlo, e o efeito auxiliar ou supressivo das celulas T nao foi pos-

sivel ser demonstrado (Heilman, 1972; Webel e col., 1974).

Em oposicao ao efeito dos esteroides, Dimitriu e Fauci (1978)
observaram que as celulas B sao altamente sensiveis a activacao pelo
PWM enquanto que os linfocitos T supressores sao menos sensiveis e 0s

T auxiliares sao resistentes ao efeito in vitro da azatioprina.

b. Efeito dos corticosteroides e da azatioprina na redis-
tribuicao das subpopulagoes linfocitarias

A administracao de corticosteroides causa a linfocitolise em
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diferentes graus de acordo com a espécie animal em estudo, tendo Cla-
man (1972) classificado as especies animais em "esteroide-sensiveis"

e "esteroides-resistentes". Alguns roedores (Rato branco, Ratinho e
Coelho) sao esteroide-sensiveis pois que a lise dos linfocitos ocorre
rapidamente apos a administracao de corticosteroides (Calman e col.,
1971, enquanto que os linfocitos humanos, do Macado e da Cobaia sao
resistentes ao efeito citolitico imediato (Caron, 1969; Claman e col.,
1971, Fauci e col., 1976). Por nao se ter tido em atencao estas dife-
rencas de sensibilidade dos linfocitos provenientes de especies dife-
rentes, surgiram consideraveis confusces na literatura referente ao
efeito da administragao de corticosteroides nos linfocitos humanos cir

culantes.

A administracao de corticosteroides causa-no Homem uma tempora-
ria linfocitopenia (Forsham e col., 1948), mas a lise ou morte celular
nao parece ocorrer uma vez que mesmo a adicao de concentragoes supra-
farmacologicas de corticosteroides Z» vitro em suspensoes de linfoci-
tos do sangue periferico humano (Caron, 1969) ou de timocitos (Claman

e col., 1971) nao causa citolise nem morte celular.

A alteracao da configuracao molecular da membrana do linfocito
causada pela administracao destas drogas, resulta numa evidente alte-
racao do seu padrao de circulagao (Gesner & Ginsburg, 1969; Woodruff
& Gesner, 1968). Mesmo em especies esteroide-sensiveis a linfocitope
nia causada por corticosteroides & uma consequencia da redistribuigao
dos linfocitos que saiem da circulagao, indo acumular-se noutros com-
partimentos linfoides como a medula ossea (Levine & Claman, 1970;
Cohen e col., 1970; Cohen, 1972; Berney, 1974). Mais do que a lise ce
lular, a redistribuicao das populagoes linfocitarias tem sido descri-

ta para as especies estero-resistentes identicas 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

linfocitos sejam a justificagao para a redistribuicao das celulas que
deixam assim a circulagao sanguinea para colonizarem outros comparti-

mentos do corpo (Fauci e col., 1976; Hedman e col., 1984).

A administracao a pessoas voluntarias de doses simples de cor-
ticosteroides como 400 mg de hidrocortisona intravenosamente (Fauci &
Dale, 1974); 60 mg (Yu e col., 1974) ou 80 mg (Fauci, 1976) de prede-
nisolona oralmente; 1 gr de predenisolona intravenosamente (Coburg e
col., 1970); ou 8-1000 mg de metilpredenisolona intravenosamente (We
bel e col., 1974) causa uma evidente linfocitopenia que & maxima 4-6
horas ap0os a tomada da droga. Os niveis linfocitarios geralmente vol-
tam ao normal ao fim de 24 horas; contudo, -e doses exageradas (500-
-1000 mg) forem administradas, ent3ao sao necessarias 48 horas para

que se atinjam os valores normais (Webel e col., 1974).

Esta linfocitopenia provocada por corticosteroides envolve tan
to linfocitos formadores de rosetas E (celulas T) como nao formadores
(celulas B); sao, no entanto, as celulas 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 decrescimo si-
gnificativo do numero de linfocitos T e B circulantes (Dimitriu & Fau

ci, 1978; Chatenoud e col., 1981; Ten Berge e col., 1981).

No presente trabalho estudamos o efeito do duplo tratamento
imunodepressor, predenisolona e azatioprina, nos doentes que haviam
recebido o enxerto cardiaco ha mais de um ano. Observamos que a popu-

lagao T (celulas YTH 12,5+) foi mais afectada do que a populagao B
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(células Smigt); na verdade, encontrimos: (i) uma reducao de 90,72%
nas ceélulas T e apenas 83,04% nas ceélulas B (em termos de concentra-
cao celular) em relagao aos dadores normais (Fig. 3.12) e (ii) um de-
crescimo significativo apenas na proporgao de celulas T ja que a popu
lagao B nao se apresentou significativamente diferente relativamente

ao controlo (Fig. 3.11).

Observamos um claro decrescimo na quantidade de linfocitos cons
tituintes de cada subpopulagdo linfocitaria (T, B, Ia', RFct, TIat e
TFc+) (Fig. 3.12). Contudo o estudo das alteragoes das proporcoes dos
Tinfocitos nestes doentes mostrou que apenas as celulas T apresentavam
uma media significativamente inferior (56,66+-13,02%) relativamente ao
controlo normal (75,11t5,29%) enquanto que as celulas TIat surgiam mais

elevadas (9,1618,62%) do que o normal (3,40t2,0%) (Fig. -3.11}).

0 nosso estudo sugere que o tratamento imunodepressor de prede-
nisolona e azatioprina afecta principalmente a populacao T e que den-
tro desta sao as celulas Tla as que apresentam maior redugao relativa.
Ficou no entanto por esclarecer se foram as celulas Tla  que sofreram
preferencial remocao da circulacao ou se uma maior proporgao de celu-

las T passou a expressar o antigenio Ia.

Em recentes estudos Chatenoud e col. (1981)e Dupont e col. (1983)
mostraram que em doentes receptores de enxerto renal os linfocitos T
auxiliares/indutores (0KT4+) sao mais sensiveis ao efeito da terapia
por predenisolona e azatioprina do que os linfocitos T supressores/ci

totoxicos (0KT8+).
2. Terapia por globulina anti-timocito (GAT)

Os soros anti-linfocito T evitam a produgdo de anticorpos diri-
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gidos a antigenios dependentes do timo, sugerindo que inactivam ou

eliminam as celulas T auxiliares (Mitchison, 1971). A administracao,

a doentes receptores de enxerto cardiaco, de globulina anti-timocito
(GAT) feita em Coelho ou Cavalo determina o aumento de anticorpos se
ricos especificos, ao mesmo tempo que a populagao T decresce (Bieber
e col., 1977; English e col., 1982; Harkiss e col., 1983-a,b). 0 re-
gime imunodepressor de GAT diminui a severidade da rejeicao e prolon
ga o tempo ate surgir o primeiro fenomeno de rejeicao dos transplan-
tes do rim (Cosimi, 1976; Thomas e col., 1979) e do coragao (Bieber

e col., 1977; English e col., 1982).

No presente estudo analisamos a redistribuicao das subpopula-
coes linfocitarias causada pela administragao de GAT, ciclosporina A
(Cs-A) e predenisoiona durante os primeiros 10 dias pos-operatorios,
apos o que foram mantidos so com Cs-A e predenisolona (ver A.2.c. de
"Material e Metodos"). Durante o periodo de 30 dias apos transplanta
cao nao foram observados fenomenos de rejeicao (0'Toole e col., 1985)

de acordo com as biopsias regulares efectuadas no Papworth Hospital.

Foi nossa intengao determinar a percentagem de linfocitos cir
culantes transportando GAT equina na membrana celular, durante a ad-
ministracao de GAT, para o que usamos imunoglobulina anti-Ig de cava
lo conjugada a eritrocitos de Boi, realizando o teste RRAD. Infeliz-
mente verificamos que este reagente fazia reacgao cruzada com a IgSm
das celulas B (resultados nao apresentados) o que nos levaria a con-

tar falsas celulas GAT positivas.

Contudo, Parsa e col. (1979) observaram que em doentes recep-
tores de enxerto renal, cerca de 70% dos linfocitos circulantes trans

portavam GAT na superficie membranar, determinacao esta realizada pe



To teste de imunofluorescencia, utilizando soro anti-Ig de Cavalo,
feito em Bode. Os mesmos autores (Parsa e col., 1979) dizem tambem
que os linfocitos portadores de GAT deixam de ser detectados 3-4 dias

depois da cessacao da tomada de GAT.

a. Efeito da GAT na quantidade de linfocitos consti-
tuintes das subpopulacoes linfocitarias

Imediatamente apos a transplantagdo e durante a administracao
de GAT, Cs-A e predenisolona, observamos um decrescimo acentuado da
concentragao de linfocitos (nQ de celulas/ml de sangue) (Fig. 3.13).
Estes reduzidos valores encontravam-se ao nivel dos doentes de sobre-
vida Tonga (mantidos em predenisolona e azatioprina) e mantiveram-se
baixos mesmo apos paragem da tomada de GAT. Estes dados indicam que
tanto a GAT com Cs-A e predenisolona como apenas Cs-A e predenisolo
na sao tratamentos imunodepressores capazes de manter a concentragao

de linfocitos sanguineos a baixos niveis.

Durante os 10 dias de administracao de GAT, as populagoes T

(YTH 12.5%), B (Igsm'), Ia*

(YCL 6.8+) e RFcY+ (rosetas EA+) apre-
sentaram reducdo da quantidade de linfocitos constituintes de cada
populagao (Fig. 3.14-b, 3.15-b, 3.16-b e 3.17-b). Exceptuando as ce
lulas T, todas as outras populagoes atingiram os valores encontra-
dos nos doentes de sobrevida longa. Na verdade, os linfocitos T so-
freram uma queda ainda mais drastica durante o tratamento com GAT,

atingindo valores ainda menores do que os observados nos doentes de

sobrevida Tonga (Fig. 3.14-b).

Apos paragem da administragao de GAT (dia 10) os linfocitos T
aumentaram a sua concentragao atingindo os niveis encontrados nos do

entes de sobrevida longa (Fig. 3.14-b). Estes resultados indicam que
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a GAT constituia o agente imunodepressor causador do baixo nivel de

celulas T.

Todos estes resultados sugerem que: (i) a GAT e mais eficaz
na redugao dos linfocitos T que nas outras populagdes e (ii) a GAT
conjuntamente com a predenisolona e a Cs-A & mais eficiente do que a
predenisolona e Cs-A so, ou do que a predenisolona e azatioprina (do
entes de sobrevida longa) na remogao dos linfocitos T da circulacao
sanguinea.

b. Efeito da GAT na proporgao das subpopulagoes de
linfocitos circulantes

Em termos relativos observamos que a terapia por GAT (com Cs-A
e predenisolona) causa um decréscimo apenas da populacao T (Fig. 3.14-

-a). Pelo contrario, as subpopulacdes B, Ia', RFcY+

, Tla® e TFCY+ au-
mentam as suas proporgoes durante os primeiros 10 dias de tratamento

por GAT (Fig. 3.15-a, 3.16-a, 3.17-a e 3.18-a e -b). Ap0s cessacao da
administracao de GAT detectamos um aumento de celulas T que atingiram

0s niveis obtidos nos doentes de sobrevida longa.

Estes resultados sugerem que a GAT afecta principalmente os
linfocitos T. Na verdade, observamos um decrescimo de celulas T tanto
em valores absolutos (quantidade de celulas constituintes da popula-
cao por ml de sangue) como em termos relativos (percentagem de celu-
las T, da populacao linfocitaria total). Alem disso, o decrescimo da
populacao T foi acompanhado de um aumento relativo de celulas TIat e
TFct (Fig. 3.18-a e -b) sugerindo que, ou (i) as células Tla e TFcY'
sofreram uma remocao preferencial, ou (ii) as celulas T restantes na
circulacao adquiriram a superficie membranar antigenios Ia e recepto

res Fc_.
’ Y



Realizando testes de imunofluorescencia indirecta, Chatenoud e
col. (1981) afirmam que a GAT (mais azatioprina) produz em receptores
de enxerto renal uma redugao da populagao T (OKT3+) e que esta nao e
selectiva para as subpopulagoes T auxiliar/indutora (OKT4+) ou supres

sora/citotoxica (OKT8").

Num recentes trabalho efectuado nos nossos e noutros doentes re-

ceptores de enxerto cardiaco, todos do Papworth Hospital, 0'Toole e col.

(1985) descrevem que parte (8 em 12) dos pacientes estudados apresen-
tam uma inversao da razao das subpopulagdes T auxiliar versus T supres
sora (Leu-3a/Leu-2a), mas que esta so ocorre depois da cessacao da ad

ministracao de GAT, isto e, 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 esterdis, uma reducdo relativa das células T auxiliares (OKT4™).
Foi tambem sugerido (Mitchison, 1971; Chatenoud e col., 1981; Cosimi
e col., 1981) que as celulas T auxiliares desempenham papel fundamental
na rejeicao do enxerto e que a sua manutengao a baixos niveis e funda-

mental para a prevengao da rejeicao.

c. Efeito da GAT na analise fenotipica das celulas linfoides

Nas consideracoes acima referidas evidenciamos os efeitos dras-
ticos da GAT na reducao dos linfocitos T e tambem no aumento relativo
das outras subpopulacoes. Com vista a obtengao de uma correcta inter-
pretagao dos nossos resultados, decidimos investigar a capacidade da
GAT inibir e/ou aumentar a formacao de rosetas nos testes RRAD, RRAdD
e EA. Na verdade, quer a inibicao quer a incrementagao das reacgoes
de roseta causada pela presenca da GAT na superficie dos linfocitos

poderia eventualmente por em causa as interpretagoes dos estudos an-
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teriores pois que alteragoes observadas nao seriam mais do que o sim-

ples reflexo de um artefacto.

Tanto os linfocitos sanguineos (Fig. 3.20) como as celulas da
medula ossea (Fig. 3.21) incubadas com GAT (0,5-25 ug/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 alteragoes nas celulas YTH 12.5% nem nas IgSm+ da me-

dula ossea (Fig. 3.21).

Nos linfocitos sanguineos totalmente recobertos por GAT detecta
mos uma reducao muito significativa das celulas T (mas ndo das celulas
B, Ia* ou RFCY+) quando doses de 2,5 ug/ml ou superiores de GAT eram
adicionadas ao meio (Fig. 3.20). Estes resultados indicam que so ha
inibigao da reaccdo do AcMc YTH 12.5 com o antigenio T quando elevadas

concentracoes de GAT sao adicionadas ao meio de cultura.

Na situagao in vivo, 0s doentes receptores de enxerto cardiaco
receberam menos de 15 mg/Kg de GAT, parte da qual e metabolizada e le
vada para o sistema reticulo-endotelial responsavel pela fagocitose e
digestao de antigenios (Howard e col., 1968; Abdou e col., 1980). Pa-
rece-nos pois razoavel admitir que a quantidade de GAT ligada aos lin
focitos dos doentes receptores de enxerto cardiaco e demasiado baixa
para causar inibicao da reaccao de roseta para deteccao do antigenio
YTH 12.5, marcador de celulas T. Assim, assumimos que as consideragoes

acima referidas sao correctas.

Este estudo sugere ainda que a globulina anti-timoecito (GAT)
nao e especifica para linfocitos T pois que reagiu ndo so com todos
os linfocitos sanguineos como tambem com as células tdo heterogeneas

como sdo as da medula ossea. Alem disso este trabalho indica que os



determinantes antigenicos da GAT (i) estavam expressos em todos os lin
focitos e celulas da medula Ossea, (ii) nao estavam relacionados com
a IgSm, o antigenio Ia ou com o receptor FcY e (iii) que poderiam es-

tar associados ao antigenio YTH 12.5 (marcador de células T).

Para Parsa e col. (1979) o antigenio da GAT e os receptores pa-
ra eritrocitos de carneiro (convencional marcador de celulas T) nao sao
identicos. 0s nossos resultados mostraram tambem que o antigenio YTH
12.5 (nosso marcador de celulas T), que e independente do receptor pa
ra eritrocitos (ver alinea A.2 deste capitulo), estava associado aos

antigenios da GAT.
d. Estimulagao de linfocitos com GAT in vitro

Em ambas as culturas celulares estimuladas por GAT (Fig. 3.22-a)
ou por PHA" (Fig. 3.22-b) os linfocitos T sofreram activagao uma vez
que detectamos o desenvolvimento de c&lulas 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, nao observamos proliferacao celular na cultura com GAT, de
acordo com a determinacao da incorporacao de timidina tritiada no DNA

celular (Fig. 3.22).

0 facto de a GAT ter activado os linfocitos T mas nao ter indu-
zido a sua proliferacao, mereceu-nos a maior atengao, e assim decidimos
analisar em pormenor as alteracoes celulares na cultura com GAT. Consi
deramos que as elevadas concentragoes de GAT utilizadas na cultura de-

vem ter afectado a deteccdo de linfocitos T (YTH 12.5%) no dia 4, pro-

*PHA - fitohemaglutinina, geralmente utilizada para estimulagao
in vitro de linfocitos T.
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vavelmente devido a elevada densidade de moleculas de GAT ligadas ao

respectivo antigenio da membrana linfocitaria, e deste modo, mascaran-
do o antigenio YTH 12.5 (ver alinea anterior). Com a renovacao do meio
de cultura no dia 7, a GAT livre em solucao, foi removida e os linfoci
tos ao libertarem para o novo meio (contendo interleuquina 2, mas livre
de GAT) moléculas de GAT permitiram a exposicao do antigénio YTH 12.5%

e deste modo facilitaram a detecgao das celulas T, agora desmascaradas.

A ausencia de proliferacao celular pode ter sido devida a supres
sao da actividade mitotica causada pela forte ligacao da GAT a membrana
do linfocito durante os primeiros 7 dias de cultura. Pensamos que tal
fenomeno de supressao mitotica seja dependente da dose de GAT aplicada
pelo que entendemos que deverao ser realizados estudos ulteriores, es-
clarecedores de tal fenomeno, logo que as condicoes tecnico-laboratori-

ais no-lo permitam.
3. Terapia por ciclosporina A (Cs-A)

As notaveis propriedades da ciclosporina A (Cs-A) foram inicial-
mente descritas por Borel e col. em 1976. Alem da observacao de que a
Cs-A induz tolerancia 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 imunologicas, celular e
humoral (Borel e col., 1976; Kunkl & Klaus, 1980; Pereira e col., 1983),
manifestando-se essencialmente ao nivel celular (Borel e col., 1976;

Homan e col., 1979; Borel & Lafferty, 1983).

A ciclosporina A actua preferencialmente nos linfocitos T, de
modo especial durante estimulagdo mitogenica das células imunocompeten
tes (White e col., 1979; Wiesinger & Borel, 1980), e inibe a activida-

de das celulas NK ("Natural Killer cells")(Borel e col.,1976;Intronae col.,
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1981). A Cs-A tambem inibe a resposta proliferativa das celulas T a alo-
-antigenios e lectinas mitogenicas em testes im vitro, provavelmente de
vido a sua fixagao aos receptores para concanavalina A, fitohemaglutini
na e antigenios HLA-DR (Leoni e col., 1978; White e col., 1979; Palacics
& Moller, 1981; Palacios, 1982-a). Alguns investigadores sugeriram ain-
da que a administragao de Cs-A pode causar degenerescencia dos clones T

sensiveis ao antigenio.

Este agente imunodepressor interfere em determinados estudos da
reaccao de rejeicao do enxerto, afectando a proliferagao das celulas
linfoides. Assim, a Cs-A inibe a libertacao da linfoquina derivada de
macrofago (interleuquina 1 ou IL-1) e a derivada de celulas T auxilia-
res (IL-2) (Bunjes e col., 1981; Andrus & Lafferty, 1982). Os macrofa-
gos la* activados por antigenio Tibertam IL-1, que por sua vez vai acti
var os linfocitos T auxiliares que passam a elaborar IL-2 (Watson,1981).
A interleuquina 2 promove a proliferacao celular dos linfocitos sensi-
bilizados assim como a libertacao de interferao, cuja producao e tam-
bem afectada pela Cs-A (Kalman & Klimpel, 1983). Este efeito parece es
tar associado a inibicao induzida pela Cs-A na actividade das celulas

NK (Introna e col., 1981).

Embora a Cs-A impeca a diferenciacao das celulas percursoras dos

linfocitos T citotoxicos (T_.) em linfocitos T citotoxicos maduros (CTL,

cp!
do ingles “"Cytotoxic T Lymphocytes") (Bunjes e col., 1981; Andrus &
Lafferty, 1982; Morris e col., 1983), aquela droga nao afecta nem o re

conhecimento da IL-2 pelas celulas T.p nem reduz a actividade citotoxi

p
ca das celulas CTL previamente geradas (Burckhardt & Guggenheim, 1979;
Morris, 1981). Estas informagOes permitem pois admitir que a Cs-A actua
nos fenomenos iniciais da transformagao das celulas T; uma vez activa-

das, a proliferagdo das células T sensiveis a IL-2 e unicamente depen-



dente da existencia de IL-2 (Britton & Palacios, 1982).

Pelo contrario, as celulas T supressoras sao activadas na presen

ca de Cs-A e ate parece adquirirem a capacidade de responderem a estas

interleuquinas (Routhier e col., 1980; Hess & Tutschka, 1980; Hess e col.,

1982). Deste modo, a aceitagao a longo prazo do enxerto e devida nao so
a supressao da secrecao de IL-2, mas tambem d excepcional eficiencia das
celulas T supressoras que devem desempenhar um papel primordial na sobre

vivencia do enxerto (Kupiec-Weglinski e col., 1984).

a. Efeito da Cs-A e da predenisolona na redistribuicao das sub-
populagoes linfocitarias

0s linfocitos incubados com Cs-A a concentragbes imunossupresso-
ras (<50 ng/ml1) deixam de ligar o AcMc OKT3 (feito em ratinho), de acor-
do com a detecgao com anticorpo fluorescente contra anticorpo de ratinho
(Kung e col., 1979) e apresentam tambem um decréscimo significativo da
citolise exercida pelo AcMc OKT3 e complemento (Palacios, 1982-b). Des
te modo, tem sido proposto que a Cs-A ocupe 0 mesmo receptor ou um mui
to proximo do do AcMc OKT3, nos linfocitos T (Britton & Palacios, 1982).
Receptores estes que coincidem com a estrutura dos linfocitos T respon-

savel pelo reconhecimento do antigenio (Chang e col., 1981).

Os doentes receptores de transplante cardiaco, imunodeprimidos
com Cs-A e predenisolona apresentaram uma reducdo acentuada das celulas
T (YTH 12.5%), enquanto que o ligeiro aumento das células B (Igsm*),
1a* (vcL 6.8%) e Tia* (YTH 12.5% - YCL 6.8%) ndo era estatisticamente si
gnificativo (Fig. 3.25). Ambos os AcMc YTH 12.5 e OKT3 reconhecem o mes
mo determinante antigenico, ou se diferentes, eles estao intimamente
associados (Cobbold & Waldmann, 1984). Assim, o decrescimo de celulas T

observado nos doentes sob tratamento por Cs-A pode ser devido a inibi-
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¢ao causada pela presenca de Cs-A na membrana dos linfocitos e deste
modo interferir com o antigenio YTH 12.5 (ou OKT3). Contudo, recente-
mente Morris (1983) nao observou variagoes na populacao de celulas
0kT3" em doentes receptores de enxerto renal e imunodeprimidos com
Cs-A. Considerando esta situagao in vivo correcta, entao o significa
tivo decrescimo de celulas T que observamos nos doentes receptores de
enxerto cardiaco era provavelmente devido a ac¢ao da predenisolona

(ver alinea B.1.b. deste Capitulo).

Nem os linfécitos T auxiliares (OKT4®) nem os T supressores
(0KT8+) sao bloqueados pela presenca de Cs-A em cultura celular (Kung
e col., 1979). Por outro lado, tambem nao ha variagao das proporgoes
das subpopulagoes 0kT4" e 0KT8" nos doentes receptores de enxerto re
nal, sob tratamento imunodepressor com Cs-A, embora a concentracao

das celulas T auxiliares sofra reducao (Morris, 1983).
b. Activacao dos linfocitos durante infecgao por Herpesvirus

0s virus herpes simples (H.S.), herpes zoster, Epstein-Barr
(VEB) e citomegalovirus (CMV) constituem um grupo de virus (Dulbecco
& Grisberg, 1973) que infectam muitas especies animais e que possuem
muitas propriedades em comum. Todos possuem um envolucro de estrutu-
ra icosaedrica, os virioes contem DNA de cadeia dupla, conduzem a
uma citopatologia focalizada, e podem instalar-se de forma vitalicia

no hospedeiro apos infecgdo primaria.

Doentes que desenvolvam mononucleose por infecgao de CMV ou de
VEB, tanto espontaneamente (geralmente por transmissao por contacto)
como por sucessivas transfusoes sanguineas, apresentam durante a in-
feccao aguda um decrescimo de celulas T auxiliares (0KT4+) e um aumen

to proporcional de celulas T supressoras (0KT8+) (quer em termos rela
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tivos quer em valores absolutos), levando a uma inversao da razao nor-
mal entre linfocitos auxiliares e supressores (Reinherz e col., 1980-a;
Carney e col., 1981; 1983). Tambem Schroff e col. (1982) observaram um
declinio sequencial da razao entre celulas T auxiliares e supressoras

(Leu 3%/Leu 2+) em doentes receptores de medula ossea, com infecgao de

CMV.

Tal como por exemplo Alberchtsen (1977), Fu e col. (1978),Yu e
col. (1980), Schuurman e col. (1980) também nos detectamos que 4,12%
12,36% (Quadro V) dos linfocitos em repouso de individuos normais ex-
pressavam o antigenio Ia (subpopulagao TIa+). A estimulagao in vitro
de 1infocitos normais com células autologas transformadas por VEB re-
sultou numa activacao de linfocitos T; isto e, observamos um aumento
de células TIa* que atingiu 61% da populagao total, ro 109 dia de cul
tura (Fig. 3.24-a). Esta activacao celular induzida por antigenios co
dificados pelo VEB foi semelhante a observada na estimulacao linfoci-
taria por alo-antigenios, na cultura mista de linfocitos (Fig. 3.24-
-b). Detectamos também um identico aumento de células TIa® nos doen-
tes receptores de enxerto cardiaco, imunodeprimidos por Cs-Ae que de
senvolviam infeccao primaria de CMV (Figs. 3.26 e 3.27) ou reactiva-

cao de herpes simples (Fig. 3.30).

Saliente-se o facto de que estes doentes imunodeprimidos de-
senvolveram, durante infeccao de herpesvirus, celulas T activadas que
atingiram proporgoes tao ou mais elevadas (50 - 100% de celulas TIa+)
que as observadas durante infecgao aguda de VEB em doentes nao Zmuno-
deprimidos (62 - 82%, Tatsumi e col., 1980; 32 - 70%, Pizzolo e col.,
1981). Embora as proporcoes fossem tao elevadas como as dos indivi-
duos ndo imunodeprimidos, os transplantados cardiacos, tinham um ni-

vel de linfdcitos circulantes muito mais baixo (0,1 - 0,6x106/m1 de
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sangue, comparado com 0,8 - 1,2x106/m1 em individuos normais).

Se bem que o duplo tratamento imunodepressor de Cs-A e predeni-
solona causaram uma redugao do numero de linfocitos circulantes (prin-
cipalmente de celulas T), estes resultados sugerem que os linfocitos
remanescentes mantiveram a capacidade de superar as infecgoes de her
pesvirus quer pela producao de anticorpos sericos contra antigenios de
CMV, VEB ou H.S. (Figs. 3.26-a a 3.30-a) quer pela activacao de celulas
T (Fig. 3.26-b a 3.30-b).

As c&lulas TIa® desenvolvidas durante mononucleose infecciosa
em doentes imunodeprimidos, receptores de enxerto renal, tem sido atri
buidas a subpopulagao de células T supressoras (0KT8+) (Crawford e col.,
1981-a; 1981-b) tendo tambem sido sugerido por Carney e col. (1983) que
tais celulas sao especificas e exclusivas para antigenios relacionados
com herpesvirus, pois que sdao incapazes de responder a outra qualquer

estimulacao antigéenica ou mitogenica.

Os doentes que estudamos estavam sob tratamento imunodepressor
de Cs-A e predenisolona, terapia esta que parece facilitar o desenvol-
vimento de infeccoes por herpesvirus (Preiksaitis e col., 1983). Na
verdade a transformagdo in vitro por VEB de celulas B de individuos nor
mais seropositivos para VEB e controlada por linfocitos T pois que a
proliferacao de celulas B transformadas so ocorre se as celulas T fo-
rem removidas da cultura ou inactivadas pela adigao de Cs-A ao meio
de cultura (Bird e col., 1981). Por outras palavras, as celulas T de
memoria provenientes de dadores seropositivos para VEB presentes na
cultura celular sdo capazes de montar uma resposta citotoxica especi
fica dirigida contra os focos proliferativos de celulas autologas in

fectadas por VEB, causando a sua regressao (Moss e col., 1978; Rickin
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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 linfocitos de todos
os sete doentes foram incapazes de provocar a regressao dos focos pro

liferativos.

Estes estudos iZn vitro e in vive indicam que a Cs-A desempenha um
papel inibitorio da actividade dos linfocitos T responsaveis pela preven
cao da proliferacao das celulas B transformadas. Deste modo e razoavel
supormos que a administracao por longos periodos de tempo de Cs-A possa
vir a ocasionar uma elevada incidencia de infeccdo por VEB (geralmente
reactivacao uma vez que a infecgao primaria ocorre durante a infancia,
na maioria dos individuos; Miller, 1975) seguida de linfoma (Green,1982).
No entanto, nao ha ainda dados na literatura reveladores de que se de-
senvolvam linfomas em doentes receptores de transplantes e imunodeprimi

dos por Cs-A.

Em conclusao, podemos afirmar que os nossos resultados se encon-
tram em aparente contradicao com a informagao adquirida Zn vitro sobre
o efeito imunodepressor da Cs-A nos linfocitos T, uma vez que os doen-
tes receptores de enxerto cardiaco, sob tratamento de Cs-A (200 - 500
ng/ml/dia) desenvolveram activacao de linfocitos T (aumento percentual
de celulas TIa+) que estava relacionada quer com a infecgao primaria
(demonstrada pelo aumento de IgM anti-viral) quer com a reactivagao
(aumento so de IgG anti-viral de herpesvirus). Este estudo indica pois
que a administracao de Cs-A nao causou a imunossupressao dos linfoci-
tos T, pois sofreram activagao, nem dos linfocitos B, pois produziram

os anticorpos contra os herpesvirus.



Os resultados de Baldwin e col. (1982) estao de acordo com os
nossos, uma vez que tambem detectaram elevagao dos niveis de IgM e de
imunocomplexos de IgM durante a infecgao primaria por CMV, em trans-
plantados renais. Em transplantados cardiacos descrevemos tambem
(0'Toole e col., 1984) o desenvolvimento de resposta primaria e secun

daria contra a infeccao por herpesvirus.

A administracgao intravenosa de metilpredenisolona causou uma
temporaria e aparente depressio selectiva dos niveis de c&lulas Tla'
detectaveis, sem haver decrescimo dos niveis de anticorpos contra her
pesvirus (Fig. 3.26). As transfusoes sanguineas produziram efeitos
identicos (Fig. 3.26 - 3.30), e pensamos dever ter-se sempre em consi
deragao tais efeitos quando se estudam as subpopulacoes de linfocitos.
0 efeito supressor (em vez de estimulador) da transfusao sanguinea nas
células TIa® sugere que estes doentes tém uma resposta alterada as ce

Tulas alogeneicas.

0 aumento de células TIa' no sangue nao se relaciona com a re-
jeicao do enxerto (0'Toole e col., 1985), mas a sua deteccao constitui

um bom indicador antecipado da infecgdo viral.
C. NOTAS FINAIS
1. Alteragoes fenotipicas dos linfocitos
0 elevado potencial que os linfocitos possuem para alterar o

seu fenotipo e bem demonstrado na sequencia de estados da maturagao

dos linfocitos T e B.

A maturacao dos linfocitos T, processada no timo, envolve al-
teracOes sequenciais dos antigenios expressos na membrana celular,

identificados pelo anticorpos monoclonais OKT (Reinherz & Schlossman,
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1980; 1981) tendo sido definidos tres estados principais na diferencia
cao celular. Alguns destes antigénios perdem-se quando o linfdcito T ma

duro deixa o timo e entra na circulagao (ver Fig. 1.2).

Os linfocitos B apresentam tambem tres estados principais de ma
turagao, maturagao esta que ocorre no figado fetal ou na medula 0Ossea
do adulto. Tais estados tem sido caracterizados em funcao da imunoglo-
bulina expressa na membrana celular do linfocito. Assim, no seu estado
primario, a ceélula pré-B sintetiza mas nao expressa IgSm. Posteriormen
te apresenta IgSm M e finalmente no estado maduro os linfocitos B ex-
pressam IgD, IgG e/ou IgA. A IgSm D e perdida quando os linfocitos B
se transformam em celulas da memoria ou em celulas plasmaticas secre

toras de anticorpos de classe IgM, IgG ou IgA (ver Fig. 1.1).

0 ultimo estado de maturagao dos linfocitos & a activagao celu
lar que ocorre acompanhada de alteracoes fenotipicas: os linfocitos T
adquirem antigenios Ia, indicando a sua activagao (Figs. 3.22, 3.24,
3.26 - 3.30), e os linfocitos B transformam-se em celulas plasmaticas,
secretoras de uma so classe de imunoglobulina, perdendo a IgSm que as

revestia (Wilson e col., 1973).

A heterogeneidade dos linfocitos circulantes foi clarificada no
presente estudo. Demonstramos que populagoes linfocitarias perfeitamen
te distintas, fixas e imutaveis nao existem no sangue humano; pelo con
trario, os linfocitos expressam varias combinagoes de receptores e an-
tigenios (Figs. 3.3, 3.5, 3.6 e 4.1). Alguns destes receptores e anti-
genios podem aumentar ou reduzir a sua representatividade na populagao
linfocitaria, de acordo com a sua situagdo: (i) estado de activagao em
resposta a agentes mitogenicos (Fig. 3.22), alo-antigenicos (Fig. 3.24-
-b) e virais (Figs. 3.24-a, 3.26 - 3.30); (ii) sob acgao imunodepresso-

ra (figs. 3.11 - 3.19).
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2. Marcadores de membrana e fungao dos linfocitos

A relagao entre marcadores de membrana e a funcdo dos linfoci-
tos esta ainda por esclarecer. Muitas sao as funcoes dos linfocitos

que tem sido exaustivamente estudadas: (i) respostas proliferativas a

antigenios soluveis (ex. PPD), a antigenios de membrana (ex. alo-anti

genios e antigenios virais) e a mitogenios (ex. PHA); (ii) respostas
ettotoxicas, como a linfolise mediada por célula (actividade de celu-
las K e NK); (iii) produgao de mediadores como a interleuquina 2 (an-
teriormente designada por TCGF) e interferao; (iv) fungoes regulado-
ras (auxiliar/citotoxica) nas interacgoes celulares do tipo T-T, T-B

e T-macrofago.

Das fungoes acima referidas apenas as actividades auxiliar e
supressora dos linfocitos T tem sido relacionadas com marcadores de
membrana: (i) a fungao auxiliar relaciona-se com as celulas possuido
ras do antigenio OKT4 e receptor TFc, (Reinherz e col., 1979-b; Mo-
retta e col., 1977; 1979-a); (ii) e a funcao supressora com as celu-
las expressoras do antigenio OKT5 e receptor TFcY (Reinherz e col.,
1980-b; Moretta e col., 1977; 1979-b). Contudo, as subpopulagoes de-
finidas por antigénioq e receptores (OKT4' - TFcy ou OKTS - TFc,)
apresentam pouca correlacao (Reinherz e col., 1980-b) indicando que
estes antigenios e receptores definem subpopulacoes ligeiramente di-

ferentes.

Mais recentemente Reinherz e col. (1983) construiram um modelo
no qual os antigenios T3 (marcador de todas as celulas T), T4 (marca-
dor das celulas T auxiliares) e T8 (marcador das celulas T supresso-
ras) constituem as estruturas necessarias para o reconhecimento da

célula alvo: (i) o antigenio T3 em associagao com uma glicoproteina
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Tin (restrita a clones individuais de celulas T) formam a estrutura
responsavel pela ligagao ao antigenio especifico: (i) o antigenio T4
liga-se a regido monomorfica das moléculas de classe I do sistema HLA;
(iii) e o antigenio T8 faz ligacao a regiao monomorfica das moleculas

de classe II.

A definigao de subpopulagdes linfocitarias atraves de marcado-
res de membrana tem algumas limitagoes pois apenas uma parte das celu
las que expressa um determinado marcador pode ser responsavel pela fun
¢ao que frequentemente (e incorrectamente!) e atribuida a fracgao to-
tal de celulas; assim, as funcoes celulares devem ser apenas validas
para a subpopulagao considerada como um todo, e ndo para celulas isola

das (Corte e col., 1982). O mesmo e dizer que na heterogeneidade de ce

lulas circulantes, a fungao de celulas individuais nao pode ser simples

mente extrapolada para a presenca de um determinado marcador.

Um metodo para estabelecer uma correlacao precisa entre marca-
dor(es) celular(es) e funcao(Ges) e a clonagem. E possivel obter-se
expansao clonal a partir de um so linfocito (Meuer e col., 1983; Mo-
retta e col., 1983-b) e nessa populagao homogenea pode analizar-se o
seu fenotipo e relaciona-lo com a sua actividade funcional. A utiliza-
cao de clones bem caracterizados em diversas combinagoes parece-nos ser
um metodo promissor para o estudo da correlagdo entre as caracteristi-

cas funcionais e fenotipicas das subpopulagGes linfocitarias.

3. Diagnostico de infecgOes virais pelo aumento da subpo-
pulacdo TIa"

Nao e ainda sabido se a distribuigao relativa das diversas sub-
populagoes linfocitarias ou se as suas fungoes no sangue periferico re

flectem as existentes nos orgaos linfoides. Também pouco e conhecido
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sobre o efeito de agentes imunodepressores nos orgaos linfoides. Embo-
ra muito se possa aprender de estudos realizados em animais roedores,
tal informagdo ndo podera ser transferida sem sentido critico para a

situacao humana.

Tendo em conta que a amostra sanguinea e geralmente a unica fon
te disponivel de material de estudo, a questao que se nos coloca e se
as alteracOes das proporgoes ou as funcoes dos linfocitos do sangue pe
riferico serdao (ou nao) de valor diagnostico, terapeutico e prognosti-

co no decurso dos diferentes estados da doenca.

Infecgoes por citomegalovirus (CMV) ou por virus Epstein-Barr
(VEB) causam aumentos, em termos proporcionais e absolutos, de celulas
TIa* no sangue de individuos nao imunodeprimidos (Reinherz e col.,
1980-a; Tatsumi e col., 1980; Crawford e col., 1981-a; Carney e col.,
1983). Nos acabamos de demonstrar neste trabalho que em doentes imuno
deprimidos a infecgao por CMV ou VEB causou tambem aumento, tanto ou
mais elevado, das celulas TIa* no sangue periferico, picos estes que
nao estavam de modo algum relacionados com a rejeigao do enxerto. Des
ta forma parece-nos que a estimativa de celulas Tia® representa um me

todo util para o diagndostico de infecgoes por herpesvirus.
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RESUMO

Existe actualmente grande indefinicao e controversia relativa-
mente a demarcacdo de populagdes linfocitarias do sangue periferico hu
mano que resultam fundamentalmente de pequenas divergencias de protoco
los utilizados em diferentes laboratorios. Foi dentro deste ambito que
desenvolvemos estudos com vista a identificacdo e determinagao do grau

de intercepcao das diferentes populagdes linfocitarias.

Para tal empregamos tecnicas comummente utilizadas - testes de
marcagao simples e de Destituicao Celular (DC) - e uma tecnica por nos
previamente desenvolvida (Carvalho, 1983) de marcacao dupla - Reacgao

de Roseta Mista (RRM).

Para identificagao de (i) linfocitos B, (ii) linfocitos T, (iii)
linfGcitos possuidores do antigénio Ia (células Ia') e (iv) linfocitos
apresentando a cadeia leve K da imunoglobulina (celulas Ck+) usamos
testes de Reacgao de Roseta Antiglobulina (ou anti-determinante) Di-
recta - RRAD ou RRAdD - utilizando, respectivamente, (i) imunoglobuli-
na anti-Fab humana, (ii) anticorpo monoclonal (AcMc) contra determinan-
te antigenico presente em linfocitos T humanos, (iii) AcMc contra o an
tigenio Ia humano e (iv) AcMc contra a cadeia leve K humana. Os linfo-
citos possuidores de receptores para a porgao Fc da IgG foram detecta-
dos pela reaccao de roseta EA, usando eritrocitos de Boi sensibilizados

com anticorpo especifico, IgG purificada.

Os testes simples indicaram que da populagao total de linfocitos
sanguineos, 75,1%5,3% (média ¥ DPM) (n=76) eram células T; 19,4%6,4%
(n=97) eram ceélulas B; 13,8%6,1% (n=21) expressavam a cadeia K; 15,61

7.,6% (n=66) possuiam o antigenio Ia; e 22,6%3,3% (n=21) expressavam



receptores para FcY.

Dos testes de marcagao dupla pudemos concluir que nao existe
uma separagao perfeita entre linfocitos B e linfocitos T, pois obser-
vamos que da totalidade de linfdcitos sanguineos 5,0%3,7% (por DC) ou
3,9f2,7% (por RRM) possuiam ambos os marcadores de linfocitos B e de
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Verificamos tambem que da totalidade de Zinféeitos B do sangue
periférico, (i) 32,76%22,99% (por DC) ou 22,58%18,26% (por RRM) pos-
suiam o antigenio dos linfocitos T; (ii) 65,9626,40% (por RRM) eram
portadores da cadeia leve K; (iii) 42,27i27,11% (por DC) ou 61,302
24,30% (por RRM) possuiam o antigenio Ia; e (iv) 74,33313,00% (por

RRM) apresentavam receptores para a porgao Fc da IgG.

Do mesmo modo, da totalidade de linféeitos T registamos que
(1) 6,26%4,42% (por DC) ou 5,28%3,58% (por RRM) possuiam Ig de super
ficie; (i1) 2,73%2,08% (por RRM) apresentavam a cadeia K; (iii) 4,12%
2,36% (por RRM) expressavam o antigenio Ia; e (iv) 6,10%3,09% (por

RRM) possuiam receptores FCY'

Com base nos valores obtidos construimos um modelo bidimensio-
nal que permite visualizar a interrelacao das diversas subpopulagoes
linfocitarias, facilitando assim a interpretagao e discussao dos re-

sultados.

Observamos alteracoes nas proporgoes das subpopulagoes de lin-
focitos humanos em culturas in vitro apos estimulagao mitogenica (fi-
tohemaglutinina, PHA), alogenica (cultura mista de linfocitos, MLC)
ou viral (MLC com linfocitos autdlogos transformados por virus Epstein-
-Barr). 0 aumento de células Ia® foiapreciavel (de <20% atingiram 40-

-60% da totalidade de linfocitos) e resultou da notavel elevagao da
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proporgao de linfocitos T que adquiriram o antigenio Ia (de <5% atingi

ram 50-60% dos linfocitos T).

Alteragoes das subpopulagOes linfocitarias em doentes recepto-
res enxerto cardiaco, mantidos sob tratamento imunodepressor, constituiu
objecto de estudo pormenorizado. Em doentes que haviam sido submetidos a
transplantagao ha mais de um ano e que recebiam tratamento diario de
predenisona e azatioprina, observamos um decréscimo acentuado do nume-
ro de linfocitos constituintes de cada subpopulacdao linfocitaria tendo
sido a populagdo de celulas T a mais afectada, apresentando uma reducdo
de 90,72% relativamente ao controlo normal. Em termos de valores percen
tuais a populagao T sofreu uma redugao significativa (56,66113,02%) em
relacao ao controlo normal (75,1It5,29%). Pelo contrario, as celulas
Tla" apresentavam-se significativamente mais elevadas (9,1618,62%) do

que em individuos normais (3,40%2,20%).

A administragao de globulina anti-timocito (GAT) aos doentes du
rante os 10 dias imediatamente apos a operagao de transplantagao, cau-
sou um decrescimo ainda mais acentuado do numero de celulas constituin-
tes das diversas subpopulagdes linfocitarias. Foi tambem a populagao T
a que sofreu redugao mais acentuada em termos percentuais, enquanto que

as subpopulagoes TIa" e TFcY+ aumentaram a sua proporgao.

Em doentes imunodeprimidos com ciclosporina A e predenisona ob-
servamos no periodo de dois a cinco meses apos transplantacao cardiaca
o surgimento de infecgoes por herpesvirus. Durante a infecgdo observa-
mos uma reducao de linfocitos T e um proporcional aumento de linfocitos
B; os elevados niveis de células TIa' encontrados foi devido a elevagao
da proporcdo de linfocitos T a expressarem o antigenio Ia. Os picos de

células Tla' relacionavam-se com a infeccdo primaria por citomegalovi-



rus ou com a reactivagao por virus Epstein-Barr ou por virus do herpes
simples; aqueles picos formaram-se antes da producdo maxima de IgM e

IgG anti-viral e sofreram regressao com a administracao intravenosa de
metilpredenisolona ou transfusao sanguinea. Pelo contrario, a produgao
de anticorpos nao foi sensivel a tais tratamentos. Ndo encontramos cor
relacdo entre o desenvolvimento de células TIa' e a rejeicdo de enxer-
to. Estes resultados indicam que o tratamento imunodepressor adminis-

trado aos doentes receptores de enxerto cardiaco nao impede o desenvol
vimento de mecanismos celulares e humorais capazes de superar as infec

coes por herpesvirus.

Do presente estudo podemos concluir que as populagoes 1infocit§
rias humanas nao formam compartimentos perfeitamente estanques, e que
0 aumento ou reducao da expressdo de receptores e/ou antigenios, como
resultado da resposta imunologica dos linfocitos, evidencia a natureza

dinamica e mutavel das populagoes linfocitarias.
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SUMMARY

There is some controversy concerning the specificity of mem-
brane markers identifying lymphocyte subpopulations in human periphe
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 immunoglobulin, (ii) a rat mono-
clonal antibody (McAb) to a human T cell antigen, (iii) a rat McAb to
the monomorphic portion of human Ia antigen, and (iv) a mouse McAb to
human K Tight chain of immunoglobulin. Lymphocytes exhibiting receptors
for the Fc portion of IgG were detected by EA rosetting reaction, using
ox erythrocytes sensitized with IgG purified specific antibody.

Of the total blood lymphocyte population, single marker tests
showed that 75.1%5.3% (n=76) were T cells, 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 FcY receptors.

Double tests indicated that B and T lymphocytes did not form
absolutely distinct lymphocyte populations since 5.0£3.7% (by CD) or
3.9%2.7% (by MRR) of total lymphocytes expressed both surface Ig 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 FcY receptors.

Similarly, of the total T Iymphocytes, (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-



pressed the K light chain, (iii) 4.,12%2.36% (by MRR) exhibited the Ia
antigen, and (iv) 6.1053.09% (by MRR) showed receptors for the FcY
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 Zn vitro cultures following mitogenic (phyto-
haemagglutinin, PHA), allogeneic (mixed Tymphocyte culture, MLC) or vi
ral (MLC with Epstein-Barr virus transformed autologous lymphocytes)
stimulations. Significant increases in Ia* cells (from 20% up to 40-60%
of total Tymphocytes) 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 whe 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 which 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 (56.663
$13.02% as compared with 75.11%5.29% in normals). In contrast, TIa*
cells were significantly higher (9.16f8.62%) 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 pro
portion of the T cell population was very reduced whereas both TIat
and TFcY marked cells increased their proportions: from about 4% to
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 TIat cells appeared before the maximal
IgM and IgG anti-viral titres. Intravenous methylprednisolone and
blood transfusions selectively reduced TIat cell numbers but CMV-spe-
cific antibody titres were not affected by these treatments. No corre
lation was found between the levels of TIa' cells in the blood and
graft rejection episodes. These results suggest that the immunosuppres
sive treatment given to heart transplant recipients does not impede
the activation of cellular and humoral responses to these herpesvirus
infections.

From the present study it was concluded that the markers used
to delineate human Tymphocyte 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 immune response of
lymphocytes, shows the dynamic nature of lymphocytes.
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