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RESUMO

Emr pacientes wrémicos observamos diminuicdo do mimero de f.:'nf-:%m‘ms T cireulantes que formant rosioed esfdvel o
3700 (0,26 * 0,1 finf fmi), em relagdo ao grupo conirole {042 * 0,3 linf. fmi). Tante no grupo novmal como de pacienies
wrémicos, foi "observado deerdscimo significative na porcentagem de dissociapdo de rowiceas @ 379C apos a estimulagdo de
linfocitos com PHA, em relagdo a linfécitos circulantes, porém nio fai observada diferenca entre o5 grupos, Embora sefa ci-
tado aumento no nivel de receptor solivel para E (Rs) emt soros de pacientes urémicos, como confirmuedo pelas testes preli-
ninares com soro anti-receptor, ndo [oi observada diferenga significativa entre o nivel de Rs em sobrenadante de cultura de
linfocitos estimulados enire o grupo nonmal (0,316 £ 0,02 mgfmi) ¢ o grupo de pacientes urémicos (0,268 £ 0,03 mg/ril).
Fsses resultados sugerem gue o gumento na rivel de Rs sérico em parcientes urémicos, A0 se dere 40 aumenio de fnfocitos
T circulantes, formadores de rosdeea estdvel, ou mesmo wnaior liberacdo de Rs pelos linféeitos estimulndos, emborg sefa cf-
tado me literatura que os linfocitos estimulados, formadores de rosdcea extdvel, liberem receptores,
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INTRODUCAO

Linfacitos T humanos inferagem espontaneaments
com eritrocitos de cameire (E) através de estrutura CD27,
@ o antigeno T11TS de superficie de E?, formando rosd-
Coas.

As rosdceas de linfocites T humanos normais obti-
das a 4°C, quando aquecidas a 37°C, se dissociam forman-
do *caps™*_ através do movimento de receptores para E
no plano de membrana plasmdtica de linfécito®. Jd os
timacitos humanos® 7, linfocitos estimulados com PHA®,
linfécitos de pacientes com leucemia linfobldstica aguda®
e de pacientes urémicos transplantados cam episddio de
rejeican' ®, formam rosdceas estaveis a 379C,

Além de membranas de linfocitos T humanos, os re-
ceptores poderm ser detectados, sob forma soldvel, em so-
brenadante de cultura de linfacitos estimulados’! ¢ em so-
ros humanos normaiz! ?. Tem sido descrito a depressgo da
resposlta imune celular em pacientes urémicos!?, ¢ essa
depressfo possivelmente se deve a participagdo de fatores
séricos!? . Esses fatores poderiio estar relacionados com os
receptores para E, uma ver que tem sidoe descrito efeito
imunossupressor de receptores soliiveis para E presentes
nos soros urémicos’ *,

Os imunoblastos formam rosdceas estdveis a 37°C
com E de multiplas camadas® ®+* 7, sugerindo a liberagio
de receptores pelos imunoblastos ¢ o nivel de receptor
soliivel estd elevado em soros de pacientes com uremia’ =,
Parz tentar esclarecer esta questio, ¢ nosso objetive deter-
minar o ntmero absolute de linfécitos T Tormadores de
rosiceas E a 370C, determinar a porcentagem de dissocia-
¢do de rosdceas E a 37°C antes ¢ apds a cultura de linfé-
citos estimulados com PHA e verificar o nivel de receptor
solivel no sobrenadante de culiura de linfocitos de indi-
viduos normais e de pacientes com uremia.

MATERIAL E METODOS

1 — Individuos estudados.

Pacientes urémicos cronicos em  hemodidlise, de
ambos 0% sexos, com idade variando entre 20 a 30 anos.
Individuos normais = alunos, funciondrios e docentes da
UEL, de ambos o5 sexos, com idade variando entre 20 a
50 anos.

2 — Preparagdo de soro de cameiro anti-Rs,

De acordo com MENDES e colaboradores'?, com a
imunizagio de carneiros com hemdcias autdlogas sensibili-
zadas com receptor solivel humano.

3 — Separagio de linfécitos.

(s linféeitos foram isolados a partir de sangue peri-
férico heparinizado, separados em gradiente de Ficoll-
Hypaque (D = 1.076).

4 — Teste de formacio de rosicea entre linfidcitos T hu-
mano e hemdcias de carneiro.
Foi realizado de acorde com MENDES??, Para obten-
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cio de rosdcess a 379C, parte do material foi incubado por
mais trinta minutos em banho maria a 379C para verificar
a dissociagfo.

5 — % de dissociagdo.
A determinagdo percentual de dissociagio de rosi-
cea a 3790 foi realizada através de seguinte ciloulo:

% de dissociacio = (% Rogices 2 4%C — % Rosicea a 3790y X 100
% Rowicea a 490

6 — Cultura de linfocitos estimulados com PHA.

A partir de sangue periférico colhido assepticamente
com heparina, as células mononucleares foram separadas em
gradiente de Ficoll-Hypaque e ajustadas para a concentra-
cao final de 1%10© céls jml. As culturas foram realizadas em
meio RPMI, contendo penicilina, estreptomicing ¢ 20% de
plasma autdlogo inativado e absorvido com E ¢ com ¢ sem
PHA. As culturas foram incubadas por 72 horas a 37°C
em recipiente hermeticamente fechado, contendo 5% de
CO2. Ao témming dz incubacio, o sobrenadante foi sepa-
rado e armarzenade para dosagem do receptor solivel e
as células pos-culiura foram divididas em teés porgiies:
uma para realizaciic de esfregago, uma para teste de via-
bilidade das células e as células restantes foram utilizadas
para o teste de formagdo de rosdcea a 49 e a 379C (dupli-
cata),

A porcentagem de transformagf@o bldstica foi verifi-
cada através da observacio ao microscopio do esfregaco
ap6s coloraco com Leishman, baseada em critérios morfo-
logicos de identificagio de células em transformagdo (du-
plicata}.

7  — Dosagem de reoeptor solivel.

0 nivel de receptor solivel no sohrenadante de cul-
tura de linfacitos, foi determinado através de imunoeletro-
difusdo, ufilizando soro de carneiro anti-Rs, segundo
MOURA®. Como padrfio de concentragiio conhecida, foi
utilizado Rs purificado {cromatografia por gel filtragdo
e DEAE celulose) quantificado por Folin,

# — Andlise estatistica.
A andlise estatistica (ol realizada, atilizandose o
taste t de stedents.

RESULTADOS

1 — Determinagdo de nimero absoluto de linfocitos T
circulantes que formam rosiceas estiveis a 379C,
em grupo normal e urémico.

A porcentagem de linfécitos que formam rosdces es-
tavel a 37°C, foi menor no grupo de pacientes urémicos
(0,42 £0,3 normal ¢ 0,26 +0,1 urémico) p <2 0,20. Tabela
E:

2 — Andlise de Rs presente em soro humano por difusfo
em gel.
Analisando 47 soros de pacientes urémicos por imu-
nodifusao (Ouchterlony-20) com soro anti-Rs, observa-
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mas 25% de positividade. Por outro lado a andlise de 15
ampstras de soro humano normal nfo  demonstraram
linhas de precipitagdo.

3 — Nivel de receptor soliivel ne sobrenadante de cultura
de linfocitos humanos normais e de pacientes urémi-
cos, estimulados com PHA,

0 resultado obtido foi de: 0316 £ 002 mg/ml em
grupo normal ¢ 0285 £ 003 mg/mi em grupo de pacien-
te. Nio bouve diferenga estatistica significativa entre o3
grupos. Tabela IL

4 — Determinagdo de tempo minimo para a dissocagdo
mixima de rosdeen a 3700,
O tempo mitmime para disseciagio mdxima de rosdeeas
formadas a 4%C, guando incubado a 37%C, em cinco ex-
perimentos, fod de 30 minutos. Figura 1.

5 — Porcentagem de dissociagdo de rosicea a 379C de
linfocitos pré e pos-coltura (normais e pacientes
WrEmicos).

A porcentagem1 de  dissociagfo de linfocitos pré-
cultura foi de 668 = 22 (normald e 63,0 * 19 (paciente).
Apds a cultura de linféeitos com PHA houve decréscimo
na porcentagem de dissociagdo para 364 I 16 (normal)
e 350 % 18 (paciente). p == 0,05, Porém entre o grapo
nommal ¢ paciente ndo observamos diferenca significativa.
Tabela 111,

6 — Porcentagem de transformacio bldstica de linfocitos,
de invididuos normais ¢ de pacientes urémicos,
estimulados com PHA,

s resultados oblides demonstzaram wma porcenta-

e de transformagio bldstica de lintdeitos ligeiramente

menor no grupo de pacientes. em relagio ae grupo controle,

porém esta diferenca ndo fol estatisticamente significaliva.

Tabela IV,

DISCUSSAD

Como a formagiio de rosdeea @ influenciada por diver
sos fatores, tals como: temperatura, tempo de incubagiio,
prc:pm-u:;zc; linfocito/E, velocidade de centrifugacdo, trala-
mento prévio de eritrcitos, adigio de soro, ele, a por-
centagem de rosdces tem wvarado muito na literatura, de
acordo com a téenica empregada, Os nossos resultados de
porcentagem de rosdceas totais (49C) e o nitmero de lin-
fcitos circulantes, nio demonsiraram diferengas signifi-
cativas cnire o8 grupos normais ¢ de pacientes com uremia.
Estes resultados estdo de acordo com SENGAR??.

Considerando que os pacientes urfrmicos apreseniam
nivel elevado de receplor solivel para E no soro, @ congide-
randoe que os imunoblastos formam rosdceas de midltiplas
camadas de E, estdveis a 37%C, sugerindo secregdo ¢ libera-
clHo de receplores por estas células, estes pacientes poderiam
apresentar um  aumento do nomero de linfoeitos que
formam rosdceas estdveis. Mo entanto, chservou-se em pa-
cientes urémicos linfécitos circulanfes que formam ross-

cea estével a 379C, em menor mimero em relagfo ao
grupo normal. Esse resultade sugere que o sumento no
nivel sérico de Bs ndo se deve so aumento no niamero de
linfdeitos que liberam receplores. Por outro lado, existe
a possibilidade de ter ocorrido esta liberagio “in vivo™,
por alpuma estimulacfe anterior, o gue poderia explicar o
pdmers baixe de linfocitos T formadores de rosdeea estd-
vel em pacientes urémicos, pela perda de receptores de su-
perficie de linféeito T,

Ma literatura, lem side relatado nivel baixo de linfo-
citos circulantes que formam rosiceas estdvels em alguns
pacienies com  cincer, doengas aoloimunes o infecges
virais®?. doencas onde 2 estimulagSo de linfdcitos pode
ter ocorride previamente. Independentemente do sumento
do nimero de cflulas produtoras de receptores, o aumen-
to no nivel sérico poderia ocorrer por aumento na sintese
e secregdo de receptores soliveis,

Os linfécitos ativados, segundo RICHIE?? conver-
lemese em ¢élulas formadoras de rosdcea estdvel em alguns
minetos, precedendo o apacecimento  de  linfoblastos.
E nesta fasc que possivelmente os receptores sdo Hbera-
dos para o meio de cullura.

Analisando a porcentagem de disseciacIo de rosd.
ced a 37UC de linfécitos circulantes e pas-cultura, abser-
vou-se diminuicio significativa apds o estimulacdo de lin-
facitos com PHA, indicando aumento de linfocitos forma-
dores de rosfces estdvel apds & estimulagdo, Porém enfre o
grupo normal ¢ de pacientes ndo se verificow diferenca
significativa. A dosaperm de nivel de Rs no sobrenadante
dessas culturas, ndo demenstrou diferencas entre o grupo
de individuos normais e o de pacientes. Essa ndio corre-
lagio entre o nivel de Bs no soro e sobrenadante de coltura,
com a quantidade similar de linfdcitos formadores de o
scea estdvel, sugere que o aumento no nivel de Bs nosoro
de pacientes urémicos ndo ¢ devido a maior liberagdo de
Hs pelos linfdcifos estimulados.

Oz nossos resultados de dosapem de Bs em sobrens-
dante de cultura de linficitos nonnais estimulades com
PHA s¥o similares aos de Oh{25) em cultura de 107 célu-
las. Considerando que 2 nossa cultura fol de 108 células.
representa 10x mais receptor soltvel. Essa diferenca pos-
sivelmente se deve ao reconhecimento mais amplo pelos
anticorpo: policlonals em relagdo ao anticorpo mono-
clonal utilizado por Oh(25). Mais recentemente, verificamos
que o sore anti-Rs utilizado neste trabalho reconhece mao-
léculas de sproximadaments 58 Kd, equivalente aoc PM
de T2 e moléculas de peso molecular superior a 150 Kd,
apresentando determinantes antigénicos em comum reco-
nhecidos pelo soro anti-Rs? 8,

Meste trabalho, fol observado considerdvel estimula-
¢ado em cultura de linfécitos sem PHA. Esta estimulagao
possivelmente tenha ocorrido devido a liberagio de algum
componente de B, durante a absorgfo de plasma avtdloga.
Essa absorgdo fol nccessfdria para climinar os Rs natural-
mente presentes emoplasma antdlogos,

Para elucidar o mecanismo pelo gual ocorre o aumen-
to oo nivel sérico de Bs em pacientes urémicos, estudos adi-
clonals sdo necessdrios.
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TABELA T

Determinag@o de mimero absoluto de linfécitos T circulantes que formam rosdeeas d 70 e estdveis 3 377C, em grupo normal ¢ paciente
uSmicd.

Contagem global ™Y absoluto de N? absoluto de N? absoluto de
de leucheitos. % de Linfacitos de linfeitos. de linfocitos ($°C) de linfdeitos (37°C)
{ % 108 céls fml) t % 109 linf_fml) { X 10% linf. /ml) { X 10% linf./ml}
Mormal (M)
n =10 52118 37332110 2,09 0.5 1,25 04 0,42 T0.35
Paciente (F)
n=12 557 2.1 1230 %11,1 176 £1,0 0,97 £0,5 0,26 20,1

— Rosicea 49C — NXPp = 0,20
— Rosicea 379C — NXPp <0 0,20

TABELA I

Nivel de Bs no sobrenadante de cultura de linfocitos liumanos normais ¢ de pacientes urémicos.

Mivel de Bs em mg/mi

Mormmal (N} Faciente (F)
com PHA 0,316 20,027 0,288 0,31
n=9 n=10
sem PILA 0,270 £ 0,040 0,277 L0032
n=4a n=10

NMXFp =005
Com PHA X Sem PHA p == 005

TABELA IIL

%, de Dissociago de Rosdcea a 37°C em grupe normal ¢ urémico,

% DissociacTo
Grupos
Mormal (W) Paciente (F)
Pré-cultura 66,88 £32 06 65,64 1462
C/PHA 3642 216,73 3504 L1850
Phs-Cultura
1 5/PHA 57121738 ERI0Z1RI9

Brécoltura X Poscultura (C/PHA) (N & Py p == 0,05
Paciente X Normal p 2> 0,05

TABELA IV

% de Transformacio bldstica de linfécitos humanos normais e de pacientes urémicos, estimulados com PHA

Grupos % Transformagio blistica
Mormal (N} FPaciente (F)
com PFHA 86 34 7 34 20,08 T8.44
n==5 n==5§
Sem PHA 61,86 L17,81 64,72 £15,78
n=48 n=8

N XPp =005
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Fig. |- Cinética de dissociacio de rosdceas E & 377 C, de linfocitos T periféricos humanos normais que formam rosiceas 3 4% C,

ABSTRACT

In wremic patients we found a decrease in the number of T lvmphocytes able to form stable E rosettes at 379C(0.26
+ 01 [ymphocyiesiml), in relation to control group (0.42 % 0.3 Lymphocytesfml): also a smailer percentage of Evosetie
dissociation ocwrred in the stimuwlated cells of both control and wremic patients, As others we found an increased Setim
sheep ervihrocyte (E) soluble receptor (Rs) level, but irs guantification in the culrure medinm was nor different in uremic
or control PHA stinmlated lymphocytes (0.316 + 0,02 mgiml versus 0.288 + 0.03 mg/ml). These resulrs sugest that the
increase in the level of seric R in urerric palients was not due to the increase in peripheral T Ivmphocyies capable of forming
stable E roseties, or by higher levels of Rs liberated by stimulared lvmphocyies, although it is reported in the lileraiure that
stimulated lymphocytes, able to form stable B roseries, NDerare recoplors,

KEY WORDS: T, lvmiphocyre; CDZ2; E-Roserte; Soluble E-receptar: Uremia,
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