Arg Neuro-Psiquint (Sdo Poulo) 46(1):28-3%, 1988

ESTUDOS ULTRAESTRUTURAIS DE LINFOCITOS,
POLIMORFONUCLEARES E FAGOCITOS DE
PACIENTES COM DOENCA DE DUCHENNE

GUILBERTO MINGUETTI* — MARA A. D. PIANOVSEI EKATO **
ROBIN M. HOFMEISTER %%

RESUM(O — Os autores estudaram por microscepia eletrdnica células mononucleares e gra-
nuldcitos obtidos do sangue de 10 pacientes com distrofia muscular de Duchenne. Embora
varics estudos tenham demonstrado alteracdes bioguimicas ¢ imunoldgicas nessas células do
sangue, nidoc foram encontradas alteracdes ultraestruturais neste cstudo.

Ultrastructure of Iymphoeytes, polymorphonuclears and phagocytes of patients with muscular
dystrophy.

SUMMARY -~ The authors have carried out an electron microscopy study of mononuclear
cells and granulocytes obtained from 10 patients with Duchenne muscular dystrophy. Although
several studies have demonsirated bicehemical and immunclogical defects in these blood cells,
no ultrastructural abnormalities were found in the present work.

A distrofia muscular progressiva de Duchenne tem side alvo de profundas inves-
tigaches desde os primeiros casos descritos por esse autor em 1861: inicialmente, por
bidpsias para avaliagdo das fibras musculares esqueléticas; depois, por outras andlises,
como enzimaticas, eletroneuromiograficas e bioguimicas. Nos fltimos anes, grande
énfase tem sido dada ao cstudo dos vasos sanguineos, nervos periféricos 1817 e, prin-
cipalmente, das membranas celulares 8,14, com conseqiiente avaliacio da atuagdo do
sodio, potassio e calcio em relacdo a elas. Com a atencdo dos investigadores voltada
para as membranas de maneira geral, observa-se serem as plaquetas1?, hemé-
cias 3.6,811,13,16,19 ¢ leucdcitos 12 excelentes meios de estudo e avaliacdo das alteracies
das membranas celulares, dada a possibilidade de se manipular laboratorialmente
estas células.

Estimulados por estes estudos e, principalmente, pelas alteracdes observadas no
fendmeno do “capping” (termo ufilizado em estudos de imunofluorescéncia para indicar
o agrupamento polarizado de complexos antigeno-anticorpo que ocorre na superficie
de linfocitos tipo B e T sob certas condi¢des estabelecidas laboratorialmente) presentes
na doenca de Duchenne 12, os autores se propuseram a realizar o presente trabatho,
na expectativa de que alteragies ultraestruturais leucocitdrias pudessem acompanhar
as alteraces bioquimicas e imunoldgicas mencionadas. Nio obstante isso, Minguetti
e Mair10, apontam a existéncia de fagécitos em intensa atividade fagocitica envol-
vendo miotubos (Fig. 9) de um feto de 9 semanas de vida intra-uterina, provavelmente
acometido pela doenca de Duchenne, Os fagocitos observados naquele caso apresen-
tavam pares de grandes inclusdes citoplasmaticas (Fig. 8), sendo uma clara e, a
outra, escura. A presenca do material destas inclusies fazia-se dentro dos proprios
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miotubos em fagocitose. Desta forma, parte da presente investigagdo foi dedicada ao
estudo dos fagocitos na expectativa da identificacdo de alteragbes ultraestruturais
nio mencionadas pela literatura que trata do assunto 1,45,

MATERIAL E METODOS

O material é proveniente de 10 pacientes do Hospital de Clinicas da UFFPR, com doenca
de Duchenne. Buas idades variavam de 5 a 10 anos e o diagndstico de certeza baseou-se
ns historia familiar, achados enzimaticos, eletromiograficos e histopatologia rmuscular. Para
avaliagiio dos leueocitos, foram retirados de cada paciente cerca de 20ml de sangue e levados
imediatamente para separacio dos tipos especifices.

Os polimorfonucleares (PMN) foram obtidos segundo a técnica descrita por Boyum (2)
constituindo-se na separacfio inicial dos mononucleares por gradiente de densidade ecom
figoil-hypaque (d=<1077) e, posteriormente, na separacio dos PMN por sedimentaciio em
solucdo de dextrana; a suspensdo final de células foi ajustada a uma concentracio de 2,5
x 107 PMN/ml em solugio tampéo-fosfato. Para obtencdo dos fagdcitos, particulas de zymosan
(Saccaromyces cerevisae) foram opsonizadas mediante incubacdio de 0,5mg com 0,5ml de pool
de soro fresco humanc durante 30 minutes a 370C; em seguida, elas foram lavadas e
ressuspensas em 10ml de solucdo fosfato tamponada (PBS); 100 microlitros da suspensdo de
PMN foram, entic, adicionades a 50#1 da. suspensdo de particulas de zymosan; o volume foi
completado para 0,5ml com PBS e levade a incubacdo durante vinte minutos, a 370C; a
seguir, o processo fol interrompido por centrifugacio i tcemperatura ambiente (300g) por
10 minutos. Os sedimentos de todas as células brancas obtides foram fixados com gluta-
raldeido frio & 4% tamponado com cacodilate a 0,15M; aphs duas horas de fixacdo, o material
foi lavado em soluclio de tampdoc cacodilato 0,15M -+ 0,2z NaCl durante 15 minutos; pdés-fixa-
cAo foi realizada cm tetréxido de dsmio a 2% em tampio cacodilato 0,30M durante 30
minutos; em seguida, foi feita lavagem com solucio tampio cacodilato 0,15M < 0,2M NaCl
durante 15 minutos apés o que foi contrastade com acetato de uranila a 2% por 24
horas; o material foi novamente lavado em Agua destilada durante 5 minutos e desidratado
em graus ascendentes de 4lcool; em seguida, fei colocado em acetona a 1005 e embebido
em Polylite; secgdes ultrafinas foram obtidas com ultramicrétomo Sorval MT2EB, coletadas em
grades de cobre, coradas com citrato de chumbo e examinadas em microscdpio eletrdnico
Philips EM 300.

RESULTADOS

Linfécitos — Os linféeitos s&o células sanguineas geralmente de pegqueno tamanho
(Figs. 1, 2 e 3) se comparadas as demais células brancas; 2 ultramicroscopia, contudo,
poede-ge obaervar linféecitos de dimensdes variadas. De gqualguer forma, os linfoclios apresen-
tam relacfio nicleo-citoplasma bastante alta, o gue se deve as grandes dimensdes do nucleo.
O envelope nuclear & bem evidente, dando ao niiclec contorno suave, com poucas reentrancias.
0 nucleoplasma contém cromatina bem nitida e distribuida na periferia. A maior parte dos
lintdcitos nfdo contém em seu citoplasma granulagdes especificas, granuiacfes estas caracie-
risticas dos granuldcitos. O reticulo endoplasméitico rugoso € pouco desenvolvide e pequenas
quantidades de glicogénio e ribossomos sfc observadas. Aparelhos de Golgi sfio pouco desen-
volvidos, mas mitocondrias sfio bem evidentes em quase todos linfdcitos. Variades tipos
de pequenas inclusdes citoplasméticas foram visualizados dentro do ecitoplasma dos linfdcitos
examinados; porém, em nenhuma delas foram observadas inclusdes gigantes com caracteristicas
especificas quanto & eletrodensidade. Finalmente, o envoltério ceclular é nitido e acotnpanha
pequenas expansdes citoplasmaticas caracteristicas dos linféecitos (Fig. 3) que parecem ndo
apresentar membrana basal, mas, apenas, membrana piasmaéatica.

Polimorfonucleares — A andlise ultraestrutural dog polimorfonucleares mostra com nitidez
a caracteristica mais importante na respectiva identificacfo, as granulaces citoplasmaticas
(Fig. 5). Estas, por si 86, permitem a ficil diferenciacio dos PMN de outras células
brancas. As organelas citoplasmaticas nfoc sio bem desenvolvidas: mitocdndrias ocorrem
em pequeno numero; ribossomos, reticule endoplasmiatico rugoso e aparelho de Golgi séo
pouco desenvolvidos. O polimoerfismo nueclear, tal qual as granulacies citoplasmdticas, consti-
tui-se em outra caracteristica dos PMN, Na ultramicroscopla, a lobulagBio do nucleo &
indicada pela presenca de massas nucleares separadas, cada uma das guais apresenta croma-
tina densa de localizacio periférica (Figs, 4 ¢ §5), 0Os envoltorios nuclear e citoplasmaético
sko bem evidentes e, a exemplo dos linfécitos, também os PMN ndo apresentam membrana
basal wo redor da membrana plasmatica, Apesar da presenca de granulacies citoplasmiticas
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Fig. 1 (no alto) — Trés linfécitos (L) rodeados por algumas plaquetas (P); observar
o grande volume dos micleos (N) em relagdo ao citoplasma dos linfécitos
(X 15000).

Fig. 2 (em baixo) — Lado a lado, um linfécito (L) e uma grande plaqueta (P);
o nicleo (N) do linfécito é volumoso e o citoplasma apresenta quantidade regular
de mitocondrias; a plaqueta apresenta alguns pseudopodos (setas) e, mo seu
interior, observa-se grande mumero de grdnulos citoplasmdticos (X 11000).
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Fig. 9 — Miotubo (M) do mesmo feto mencionado na Fig. 8 sendo envolvido por
fagécitos (FA); a célula muscular apresenta em seu imterior infiltracdes (1F)
produzidas pelo fagécito e visiveis gracas & orientagdo do corte; estas infiltragées
do fagécito apresentam corpiuisculos bastante eletrondensos (D) corpusculos fila-
mentosos (F) e ma membrana que as separa da célula muscular, corpusculos
eletrondensos (seta) semelhantes aqueles observados mas inclusdes claras visiveis

na Fig. 8; N, nucleo; G, glicogénio (X 12000).
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caracteristicas dog PMN, nfo foram observadas, no presente estudo, estruturas que sugerissem
algum tipo patolégico de inclusdes citoplasméticas.

Fagécitos — Fagdeitos apresentam-se & ultramicroscopia como células de grandes dimen-
s0es e nucleos multilobuwlados cuja cromatina densa se distribui de forma homogénea na sua
periferia (Fig. 6). A membrana plasmdtica é bem evidente e grande numero de expansdes
citoplasméticas sfo observadas., Organelas citoplasméticas (como aparelho de Golgi, mito-
condrias e reticulo endoplasmético}) néic sfo proeminentes, embora granulsg¢des sejam identifi-
cadas. Embora particulas de zymosan ou mesmo plaguetas fossem constantemente observadas
sofrende processo de fagocitose (Fig, T), também nog fagdcitos ndo foram identificadas
inclustes gigantes procuradas nas demais células estudadas no presente trabalho,

COMENTARIOS

Teorias recentes apregoam que defeitos das membranas celulares seriam respon-
sdveis pelas alteracGes observadas nas fibras musculares de pacientes com distrofia
muscular tipo Duchenne. Acredita-se que esses defeitos seriam consequéncias do erro
genético presente nesses pacientes e que as alteraches de membrana seriam transmi-
tidas também a outros tipos de células do organismo doente, além das fibras muscu-
lares. Para caracterizagio desses defeitos, os autores tém utilizado as células do
sangue por se tratarem de células de facil aquisicdo e manuseio. Vdrios estudos
apontam que as membranas de eritrocitos obtidos tanto de paciente com distrofia
miotdnica como daqueles com Duchenne sdo diferentes das membranas eritrocitérias
normais. Tais alteracGes incluem variagdes quanto a forma do eritrocito, fragilidade
osmotica, transporte do sodio e potassio através da membrana plasmaética, alteragfes
da absorgio do calcio, fosforilagio das proteinas e fluidez da membrana, anormalidades
relativas a ATPase Na+ e K+ e outras 3.6.911,13,16,19, Com relacdo as células brancas,
sado de particular interesse os estudos relacionados aos linfocitos e, destes, o mais
significativo dos ultimos anos diz respeito ao trabalho de Pickard e coll2. Estes
autores estudaram o “capping” em 61 pacientes com os varios tipos de distrofia mus-
cular. Os resultados mostraram diminuigdo importante da percentagem de células que
apresentavam “capping”, quando comparado com grupo controle de individuos normais.
Foi observado, ainda, que os portadores (mies) heterozigotos de Duchenne apresen-
tavam diminuicdo do nimero de células linfocitdrias com o fendmenc de “capping”
proporcionalmente igual ao numero observado nos proprios doentes ocorrendo isto
mesmo quando os niveis séricos das enzimas (CPK, LDH, SGOT e SGPT) estio
normais. s autores acreditam que tal fato seja decorrente de alteracdo da fluidez
das membranas plasmaticas dos linfocitos de pacientes com distrofia muscular, pois
a técnica do “capping” permite a observacio da mobilidade lateral normal das pro-
teinas das membranas no plano da superficie celular, refletindo defeito sistémico das
membranas celulares. Curiosamente, até a época da publicagio do artigo de Pickard
¢ col, a unica doenca que apresentava diminuigdo da percentagem do “capping” linfo-
citario era a leucemia linfocitica erdnica.

O presente estudo da ultraestrutura dos linfocitos de pacientes com Duchenne,
contudo, ndo apresentou evidéncias de alteracGes da microestrutura das membranas
plasmaticas destas c¢élulas, sugerindo que os defeitos encontrados por oufros autores
devem estar relacionados exclusivamente aos aspectos bioquimicos ¢ ou imunologicos
cujas causas basicas sfo ainda de especulagio cientifica.

Como foi mencionado anteriormente, outro fato que levou os autores a reali-
zacio do presente trabalho foi a observacdo em estudo anterior 10 de grandes inclusdes
— uma clara e outro escura — no citoplasma de fagdcitos de um feto de 9 semanas
de vida intra-uterina, provavelmente com distrofia de Duchenne. Tais inclusbes nio
foram identificadas pelo seu tamanho e cor em outras condigdes patologicas nas quais
participam as células brancas 1.45. Dai porgue tentou-se, no presente trabalho, por
estimulos apropriados com particulas de zymosan obter-se fagocitos de pacientes com
Duchenne para serem analisados. A expectativa era de que pela microcospia eletrd-
nica tais inclusdes pudessem ser normalmente identificadas no citoplasma destes fagd-
citos. Elas, contudo, nio foram visualizadas no material examinado e, possivelmente,
representam circunstancia especifica da fagocitose de células musculares. Apesar de
tudo, os autores acreditam que estas inclusdes, as quais devem ser ricas em enzimas
digestivas, e as células gue as albergam deveriam ser alvo de investigacbes mais refi-
nadas por parte dos investigadores das doengas musculares, pois evidéncias delas sdo
detectadas pela microscopia eletronica nas células musculares sob fagocitose em qual-
quer fase da vida de pacientes distréficos?.
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