SUBPOPULAQOES LINFOCITARIAS DO LIQUIDO
CEFALORRAQUEANO

III. VALORES NORMAIS

L. R. MACHADO *

A avaliagdo do significado das alteragoes no perfil citomorfologico e, em
particular, nos contingentes linfocitarios do liquido cefalorraqueano (LCR) em
doencas inflamatérias do sistema nervoso central (SNC) apresenta uma série
de dificuldades. Como se depreende de extensa revisdo bibliografica feita
anteriormente, uma das mais importantes é a falta de padronizacio adequada
de valores representativos da populagdo normal 1. Decorre isto em grande
parte da utilizacdo de métodos inadequados para o estudo de amostras oligo-
celulares e, por outro lado, da inadequada selecio do material considerado
para caracterizacdo da normalidade. Considerando esses O&bices, foi descrita
metodologia adequada ao estudo de amostras oligocelulares, como é o caso do
LCR normal 12,

A adequada caracterizacdo de valores representativos da normalidade para
as subpopulagdbes do LCR normal constitui o objeto deste trabalho.

MATERIAL E METODOS

O estudo das subpopulacbes de linfécitos T e B no LCR foi efetuado em uma
amostra de cada um de 50 pacientes com cefaléia cronica. Em todos eles nd#o havia
qualquer alteracdo do exame clinico e do exame neurolégico; 33 eram do sexo femi-
nino; suas idades variavam entre 12 e 56 anos (média 31,5); 41 eram brancos, 1 era
amarelo e 8 pardos ou pretos.

Todos os pacientes apresentavam quadro geral do LCR da cisterna magna
(puncéio suboccipital) dentro dos limites normais, caracterizado mediante o estudo
da amostra na qual foi efetuada a presente pesquisa e segundo os parimetros
conceituados para tanto 22. Assim, todas as amostras eram limpidas e incolores e
ndo apresentavam hemacias. De suas caracteristicas, a média (x) e o desvio

padrdo (s) s@o os seguintes: pressdo inicial (cm de dgua) X = 11,4, s = 2,78; pressio

final (apé6s r_etirada. de 10 ml de LCR) x — 5,3, s = 2,17 ; nuimero de células (leuco-
citos/mm3) x = 0,5, s == 0,33; proteinas totais (mg/dl) x — 20,1, s — 4,02;

cloretos (mg/dl): x = 706,7, s = 17,72; glicose (mg/dl) x — 65,1, s — 6,61. As
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reagdes para globulinas (reacio de Pandy, reacdo de Nonne-Appelt e reacdio coloidal
de Takata-Ara) eram negativas em todas as amostras; reagSes imunol6gicas para sifilis
(reacdio de fixacio do complemento de Wassermann; reacfio de floculacdo do VDRL)
e para cisticercose (reacfio de fixacio do complemento de Weinberg) eram n&o reagen-
tes em todas as amostras. As caracteristicas citomorfolégicas também se encontravam
dentro dos limites da normalidade 13 e suas estimativas constam da tabela 1.

L Lm RM RMn L4+Lm RM-+RMm
x 64,7 4,8 25,9 4,7 69,4 30,6

s 2,25 1,29 1,90 1,60 1,80 1,78

Sx 0,32 0,18 0,27 0,23 0,25 0,25

x+s.t  64,7+4,56 4,8+2,6 259+38 4,7+32 €9,4+3,6 30,6+3,6

Tabela 1 — Perfil citomo_rfoldgico (%) das 50 amostras de LCR, suas
estimativas (x, média; 8, desvio padrdo) e limites fiduciais

_(_:Eis.t. ) para p = 0,06. Para os tipos celulares: L — linfé-
citos; RM = reticulomonécitos; m = células modificadas

e/ou ativivadas.

No material assim caracterizado foi feito o estudo da subpopulacdo B e das subpo-
pulagﬁes T segundo as técnicas descritas anteriormente 12.

A andlise estatistica do material foi feita depois de caracterizada como normal a
distribuicdo citomorfolégica, a de linféeitos B, a de linfécitos T e a de linféeitos T-ati-
vos, bem como as dos subgrupos caracterizados segundo a afinidade por hemécias de
carneiro para as subpopulacées T e T-ativa. Nos testes de significiAncia foi utilizado
o teste t de Student, aceitando , — 0,05. Os cdlculos referentes a andlise de variAn-
cia foram dispostos em tabelas com fator global de variagdo — 1 sendo 5, — 0,05.

Os testes de covaridncia e correlacio segundo Pearson foram realizados entre duas
varidveis, consideradas caso a caso, para cada subgrupo analisado.

RESULTADOS

As estimativas das populacies celulares do LCR s#o apresentadas em tabelas
também: linfécitos B (tabela 2); linf6citos T (tabela 3); linfécitos T-ativos (tabela 4);
subpopulacSes de linféecitos T conforme sua afinidade por hemécias de carneiro (tabela
5); contingente de linfécitos T-ativos consoante o numero de hemécias agregadas a
superficie celular (tabela 6); contingente de linf6citos &vidos, consideradas no grupo
de linfécitos T e T-ativos (tabela 7); contingente de linfécitos T-sensibilizados (tabela
8). As estimativas referentes as populacdes de n#o-linféeitos sdo apresentadas na
tabela 9, conforme se trate de reticulomonécitos ao exame citomorfolégico ou de n#o-
-linféeitos a0 exame direto nas preparacdes para det_érminagﬁo de subpopulaces B
(zimosan), T (rosdceas T) ou T-ativa (rosdceas T-A). Nelas constam os resultados
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Estimativa Na&o-linfécitos Linfécitos
B n#o-B
x 29,6 7,0 93,0
s 1,47 1,44 1,58
Sx 0,21 0,20 0,22
X+s.t 29,63-3,0 7,0+2,9 93,0+3,2

Tabela 2 — Iinfécitos B (%): estimativas (x, média;
s, desvio padrdo; Sz desvio da média) €

limites fiduciais (r+s.t) para p = 0,05.
Nvmero de células estudadas em cada
amostra: * — 174,9; s = 12,74
Estimativa N&o-linfécitos Linfécitos
T nio-T
x 29,8 76,0 24,0
s 2,67 2,92 2,91
Sx 0,38 0,41 0,41
“x+s.t. 29,8+-5,4 76,0+5,9 24,0+5,8

Tabela 3 — Linfécitos T (%): estimativas e limi_tes
fiduciais (x + s.t) para p — 0,05 Numero
de células estudadas em cada amosira:
x = 17,4 s — 13.47.

Estimativa N#&o-linfécitos Linfo6citos
T-ativos ndo T-ativos

x 30,0 53,7 46,3
1,65 3,26 3,26
Sx 0,23 0,46 0,46
“x+s.t. 30,0+3,3 53,7-+6,6 46,3+6,6

Tabela 4 — Limfécitos T-ativos (%): estimativas e
limites fiduciais (x+s.t) para p — 0,05.
Nimero de células estudadas em cada

amostra: x — 178,1; 8 — 18,08.

139
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Estimativa Hemdécias de carneiro agregadas
3 4 5 6 7 8 9
x 8,2 8,5 8,8 8,8 8,3 8,3 6,1
8 2,25 2,49 1,81 1,55 1,88 2,06 1,50
Sx 0,32 0,35 0,26 0,22 0,27 0,29 0,21

x+s.t 8,2+4,6 8,5+5,0 8,8+3,6 8,8+3,8 8,3+3,8 8,3+4,1 6,1+3,0

Tabela 5 — Subpopulacdes de linfécitos T consoante sua afinidade por hemdcias de
carneiro, excluindo-se a subpopulagdo T-dvida ( > 10 hemdcias por linfé-

cito): estimativas e limites fiduciais (x + s.t.) para p = 0,05.

Estimativa Hemécias de carneiro agregadas
3 4 5 6 7 8 9
x 6,9 6,9 6,9 7.2 5,7 5,4 3,7
8 1,94 1,11 1,64 1,68 1,42 1,71 1,15
Sx 0,27 0,24 0,22 0,24 0,20 0,24 0,16

x+s.t 6,9+3,9 6,9+3,4 6,9+3,1 7,2+3,4 5,7+2,9 5,4+3,4 3,7+2,3

Tabela 6 — SBubpopulagdes de linfécitos T-ativos consoante sua afinidade por hemdcias
de carneiro, excluindo-se a subpopulagdo T-dvida ( > 10 hemdcias por linfs-

cito): estimativas e limites fiduciais (x + s.t) para p — 0,05,

Estimetiva T T-ativos
x 19,2 11,1
s 4,32 2,04
Sx 0,61 0,29
x+s.t 19,24+8,7 11,1441

Tabela 7 — Linfécitos T-dvidos: estimativas e limites
fiduciais (x + s.t) para p — 0,05.
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Estimativa T T-ativos T-sensibilizados
x 76,0 53,7 22,3
s 2,92 3,26 3,95
Sx 0,41 0,46 0,56
x+s.t 76,0+5,9 53,7+6,6 22,3+17,9

Tabela 8 — Linfécitos T-sensibilizados:
limites fiduciais (x + s.t) para p = 0,05.

estimativas e
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Estimativa Exame Zimosan Rosédceas T Rosaceas T-A
citomorfolé6gico néo-linfécitos néo-linfécitos ndo-linfocitos
reticulomonécitos
X 30,6 29,6 29,8 30,0
s 1,78 1,47 2,67 1,65
Sx 0,25 0,21 0,38 0,23
xX+s.t 30,6+3,6 29,6+3,0 29,8+5,4 30,0+3,3

Tabela 9 — Ndo-linfécitos: estimativas e limites fiduciais (x+s.t) para p = 0,05..

quanto & média, ao desvio padrdo, ao desvio da média e aos limites fiduciais para
probabilidade de p = 0,05.

A andlise da varidncia das subpopulacdes de linfocitos T e T-ativos consta das
tabelas 10 e 11, respectivamente. Nessa andlise foram excluidas as subpopulacdes T-4vi-
das. E considerada hipétese nula a similaridade entre os diversos subgrupos, separa-
damente para o contingente T (tabela 10) e para o contingente T-ativo (tabela 11).

Na tabela 12 é apresentada a andlise de varidncia das populacdes de ndo linfécitos
caracterizada pelo método citomorfolégico, das rosdceas T e das rosficeas T-ativas. B
considerada hipo6tese nula a similaridade de valores, caso a caso.

Na tabela 13 s@io apresentadas a covariincia e a correlacio enire a subpopulacio de
linfécitos T e a subpopulacdo de linfécitos T-ativos, quanto a afinidade por hemécias
de carneiro.

Os valores do teste de significAncia para a correlacio entre os linfécitos T e os
T-ativos sfio apresentados na tabela 14.

Consta da tabela 16 o teste de significAncia para os contingentes de linféeitos
avidos nas subpopulacdes de linfécitos T e T-ativos.
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Fonte de variacéo Casos «variacdo Afinidade por hemé4cias Total

explicaday «variacéo ndo explicada»
Variacdo: soma
de quadrados 264,87 1346,38 1611,25
Graus de liberdade 6 343 349
Varifncia: soma média
de quadrados 44,15 3,93
Razdo F 11,25
F critico 2,12

Tabela 10 — Andlise de varidncia. Subpopuagdes de linfécitos T classificadas segundo
sua afinidade por hemdcias de carneiro, excluindo-se a subpopulagdo T-dvi-
da (> 10 hemdcias por linfécito).

Fonte de variacéo Casos «variacio Afinidade por hemécias Total
explicaday «variacfio ndo explicaday

Variacdo: soma

de quadrados 471,67 908,59 1380,16

Graus de liberdade 6 343 349

Varidncia: soma média

de quadrados 78,60 2,65

Fazdo F 28,67

F critico 2,12

Tabela 11 — Andlise de wvaridncia: subpopulacdes de linfécitos T-ativos classificadas
segundo sua afinidade por hemdcias de carneiro, excluindo-se a subpopu-
lagdio T-dvida ( > 10 hemdcias por linfécito).

Casos «variacio

Fonte de variacfo Afinidade por hemécias Total
explicaday» «variacdo ndo explicada»

Variacfio: soma

de quadrados 28,77 760,32 789,09

Graus de liberdade 3 196 199

Variincia: soma média

de quadrados 9,569 3,88

Razéo F 2,47

F critico 2,65

Tabela 12 — AMlise de varidncia: mdo linfécitos, considerados segundo sua caracteri-
zagdo pelos métodos de Suta, do zimosan, das rosdceas T e das rosdceas

T-A com hemdcias de carneiro.
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Afinidade por hemécias de carneiro
3 4 5 6 7 8 9 > 10

Covariancia +0,671 —0,358 —0,029 0,007 —0,340¢ 40,115 +0,114 +1,237

Correlacdo -0,154 —0,084 —0,010 +0,003 —0,128 40,032 40,066 40,143

Tabela 13 — Covaridncia e correlagdo segundo a afinidade por hemdcias de carmeiro nos
subgrupos de linfécitos T e T-A.

Afinidade por hemécias de carneiro

3 4 5 6 7 8 9 > 10
Teste t 1,08 0,58 0,07 0,02 0,89 0,22 0,46 1,00
Graus de liberdade 48 48 48 48 48 48 48 48
t critico 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68

Tabela 14 — Teste de sigmificAncia: correlagdo segundo afinidade por hemdcias de car-
neiro nos subgrupos de linfécitos T e T-A. E considerada como hipétese
nula a ndo existéncia de correlagcdo.

x S Teste t t critico
Linfécitos T 19,2 4,32
11,91 1,67
Linfécitos T-A 11,1 2,04

Tabela 15 — Teste de significdncia: subpopulagdes de linfé-
citos T-dvidos nos comtingentes de limfécitos T
e T-A. ¥ considerada hipbtese nula a igualdade
das médias.

COMENTARIOS

Caracterizagdo da Normalidade das Amostras de LCR Estudadas — O
exame do LCR apresenta indicacdes precisas e restritas. Isto resulta na im-
possibilidade de contar com amostras colhidas de pessoas normais. Por esse
motivo, quase sempre, ¢ necessdrio estudar amostras obtidas de pacientes cujos
processos patologicos ndo sdo acompanhados de alteracdes do LCR. Nos
grupos controle ou de referéncia caracterizados nos estudos sobre subpopula-
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¢Oes linfocitarias no LCR ndo sdo devidamente delineadas as caracteristicas
de normalidade das amostras de LCR, na maioria dos registros. Este aspecto
da questdo foi considerado essencial e tornou-se motivo da criteriosa selegio
adotada neste estudo.

Assim, os 50 casos selecionados para a investigacdo apresentavam como
queixa clinica, apenas cefaléia. Esta era crénica e ndo se acompanhava de
qualquer alteracdo do exame clinico ¢ do exame neurolégico e todos apresen-
tavam as caracteristicas gerais do LCR dentro dos limites normais, segundo
padronizagdo aceita em nosso meio para LCR colhido mediante punc¢ido subocci-
pital 22. Por outro lado, houve o cuidado de caracterizar a andlise citomor-
fologica do LCR como estando dentro dos limites da normalidade 12,23,

Como todos esses dados caracterizam a normalidade imunoldgica dos
casos, o critério de selecio adotado permite aceitar a validade dos resultados
obtidos quanto as subpopulacgoes de linfocitos do LCR.

Frente & metodologia atualmente disponivel e ao pequeno contingente de
outras subpopulagdes linfocitdrias do LCR, explica-se a razdo de restringir-se
este estudo aos contingentes B e T.

Conceituagdo de Valores para a Subpopulagdo de Linfécitos B — As
estimativas dos valores percentuais, para linfocitos B, foram: média 7,0 e
desvio padrao 1,44 (tabela 2).

Embora ndo haja na literatura registro do uso de metodologia semelhante,
alguns autores realizaram estudos de determinacdo de receptores para C; em
linfécitos, utilizando hemacias bovinas na presenca de anticorpos da classe
IgG e complemento 14,15,16,

A semelhanga do que ocorre em determinagdo da percentagem de linfoci-
tos B no sangue periférico, os resultados variam muito, sobretudo em funcéio
da metodologia empregada e da interpretacdo dos achados laboratoriais.

A andlise cuidadosa dos dados registrados na literatura permite duas
consideragbes principais. A primeira refere-se a similaridade de resultados
quando comparados grupos controle a grupos de pacientes com patologia
definida. O mesmo ocorre na comparacdo entre diversos tipos de patologias,
mesme quando, numa delas, hd, manifestamente, imunoproducdo local. Tal
fato, até certo ponto surpreendente, é corroborado pelos estudos sobre coope-
racdo celular na resposta imune em patologias do grupo gama, indicando
desequilibrio da fungdo reguladora sobre o contingente B e ndo uma hiper-
trofia primdria deste mesmo contingente. A segunda diz respeito a critica
metodolégica. O unico marcador especifico para linfocitos B é a detecgdo de
IgG na membrana celular. O emprego da imunofluorescéncia direta, usando
como conjugado anticorpos da classe IgG, proporciona grande sensibilidade
metodologica. No entanto, devido & presenca de IgG extrinseca aderida a
parede de outras células, a precisdo do método é baixa. Por outro lado, o uso
da fracdo (Fab’),, como conjugado, aumenta a precisdo a custa de uma dréstica
redugdo na sensibilidade do método. E o que se verifica na andlise dos
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valores referidos por Kam-Hansen e col.: a mediana dos resultados para
linfécitos B no LCR ¢é 4,0 se considerado o grupo de referéncia, mas a
andlise do histograma dos resultados revela estar a maioria dos valores proxi-
ma a zero 8.

Essas consideracOes permitem comparar os valores obtidos neste estudo
aos relatados na literatura, embora, nesta, a maioria dos resultados tenha
sido descrita em doentes com processos agudos ou cronicos do SNC. Desta
comparacdo resulta estarem as determinacdes de linfocitos B no LCR aqui
referidos dentro dos limites conceituados para tanto na literatura, isto ¢,
abaixo dos niveis descritos para esta subpopulagdo no sangue periférico. E
necessario realgar ainda o fato de ser este o unico método até agora des-
crito cujos valores obedecem & distribuicio normal e apresentam baixos niveis
de dispersao.

Ao contrario do que ocorre com os valores resultantes do mapeamento
de receptores Fc e da deteccio de C, por outros métodos como marcadores
de linfocitos B no LCR, os resultados mostrados neste trabalho situam-se na
faixa intermedidria entre as determinac¢des que utilizam a IgG e as determi-
nacbes que empregam a fracdo Fab ou (Fab’) , como conjugados na reacdo
de imunofluorescéncia direta, ambas caracterizadas pelo desequilibrio entre
precisdo e sensibilidade metodoldgicas.

Conceituacdo de Valores para a Subpopulacdo de Linfécitos T — Os
linfécitos T foram quantificados utilizando como marcador a presenca de
receptores para hemdcias de carneiro. As estimativas dos resultados percen-
tuais obtidos foram: média 76,0 e desvio padrdo 2,92 (tabela 3).

Estes resultados aproximam-se dos relatados por Moser e col. 1, Naess
e col.20 e Czlonwska e col.4, para pacientes com sintomatologia leve de
fundc emocicnal e com exame neuroldgico e do LCR referidos como normais.
Diferem, no entanto, de modo significativo, dos observados por Manconi e
col. 141516 num grupo de pacientes com exame do LCR dito normal. No
entanto, estes pacientes apresentavam alteracdoes neurologicas ou psiquidtricas
organicas definidas, pelo que devem ser considerados com restricbes como
grupo controle.

No estudo do comportamento do contingente T em patologia predominam
os registros sobre esclerose muiiltipla, dado o carater imunolégico da doenca
¢ dadas as dificuldades envolvidas no diagnéstico clinico e laboratorial.
Alguns autores admitem que os pacientes com esta afeccdo apresentam aumen-
to da subpopulagdo T. Entre eles sio de mencionar Naess col.2¢ e Czlon-
kowska e col.4. Por outro lado, Manconi e col.+ e Kam-Hansen e col.® nio
encontraram diferenca significativa entre pacientes com esclerose miltipla e
grupos de referéncia constituidos de pacientes com outras doencas do sistema
nervoso, no que diz respeito a subpopulagdo de linfécitos T.

Por anilise de confronto, comparados grupos de patologias do sistema
nerveso entre si e relativamente a grupos de referéncia, pode verificar-se que
as diferencas na determinacdo da subpopulagdo de linfocitos T no LCR, por
vezes explicitamente admitidas, perdem expressividade e consisténcia ao serem
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pareados com valores obtidos por grupos de pesquisadores trabalhando com
pacientes semelhantes e com métodos em tudo comparaveis.

E possivel que, & semelhanca do que ocorre com os infécitos B, o contin-
gente de linfocitos T, como tal, ndo se altere em patologia. Dos estudos
sobre produtos dos genes de histocompatibilidade e sua influéncia na coope-
racdo celular pode concluir-se que, na maioria das vezes, as alteragdes pato-
l6gicas se fundamentam no desequilibrio entre subclasses de linfocitos T.

E possivel mesmo que as alteragdes no contingente T registradas em
alguns estudos sejam apenas o reflexo de alteraces em suas subclasses que,
por algum motivo, ganham expressividade maior em determinados grupos de
pacientes e em condiches técnicas particulares.

Torna-se, assim, imperativa a andlise de subclasses de linfocitos T que
possam traduzir com maior clareza alteragGes da resposta imune, clinicamente
observaveis em diversas afeccdes, em especial nas de natureza inflamatéria
e infecciosa.

Conceituagdo de Valores para a Subclasse de Linfécitos T-Ativos — Os
valores percentuais para linfécitos T-A foram: média 53,7 e desvio padrio
3,26 (tabela 4). '

A subclasse de linfocitos T-A foi conceituada como um contingente linfo-
citdrio cujos receptores guardam afinidade por hemacias de carneiro em con-
dicbes subotimas, sendo por isso considerado o contingente imunologicamente
mais ativo. Tal conceituacdio ¢ vagamente sugerida pelo paralelismo entre a
imunidade celular expressa no teste do PPD e a presenca de aumento do
contingente T-A 5,

Embora ndo se conhecam as fun¢des das células T-A, em condicdes clinicas
de imunoproducdo local, como na esclerose multipla, seria de se esperar um
aumento do contingente T-A de algum modo proporcionado a exacerbacio
da resposta imune. No entanto, pacientes com esta afeccio apresentam niveis
drasticamente diminuidos comparativamente aos que ocorrem nas meningites
assépticas. Tém sido consideradas varias possibilidades na tentativa de expli-
car o fendmeno? (1) A baixa percentagem de células T-A na esclerose
miiltipla representa os niveis normais, ocorrendo na meningite asséptica um
aumento agudo da atividade imunoldgica. (2) Pacientes com esclerose miil-
tipla apresentam um defeito na imunocompeténcia e, por isso, sdo incapazes
de recrutar células T-A para o SNC. (3) As células T-A fixam-se as placas
de desmielinizacdo da esclerose multipla e o exame do LCR nido é represen-
tativo. (4) As células T-A representam um estagio de amadurecimento dos
linfocitos T; linfocitos mais velhos apresentam maior quantidade de 4cido
sidlico na membrana, e sua remocgdo, pelo uso de neuraminidase, aumenta a
percentagem de rosaceas T; estudos sobre esta subpopulacio no sangue
periférico mostram sua constincia no tempo, indicando haver um “turnover”
definido destas células. - (5) Os linfocitos do LCR nos pacientes com escle-
rose muiltipla podem ser modificados por virus, ou apresentar antigenos de
histccompatibilidade peculiares, com alteracdes nos receptores de membrana
s6 demonstrdveis em condigées sub-Gtimas.
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Os resultados obtidos neste trabalho permitem descartar a primeira hipo-
tese. A segunda hipotese € bastante improvavel, pois estabelece para as
células T-A uma funcdo chave na transferéncia da resposta imune da econo-
mia sistémica para o SNC, desconsiderando os estudos sobre auto-imunidade
e producdo local na esclerose multipla. A terceira hipotese constitui uma
explicacdo “ad hoc”, inviabilizando o conhecimento auferido dos achados de
citologia do LCR em doencas inflamatorias, tornando-se dificilmente aceitavel.
A quarta e a quinta hipoteses partem do pressuposto de ocorrer uma possi-
vel relacdo ndo direta, ou mesmo inversa, entre os niveis de T-A e imunopro-
ducdo. Tal possibilidade sera considerada a seguir.

E sabido que, na esclerose miltipla e em outras doencas cronicas do
SNC, especialmente naquelas que resultam em imunoprodug¢ic ou imunolibe-
racdo local, ha sensibilizagdo dos linfcitos contra uma série de antigenos ou
haptenos do SNC, especialmente a proteina bdsica da mielina 2%,

Por outro lado, como ja foi dito, na resposta imuncldgica especifica
ocorre o fendmeno de restricio de histocompatibilidade. Isto significa que
apenas os linfécitos T sensibilizados contra o antigeno e que possuem anti-
genos de histocompatibilidade semelhantes na membrana podem interagir para
a producdo da resposta imune. A ativagdo do receptor deve ser, portanto,
dupla e s6 ocorre em determinadas condices. Uma delas depende do modo
de apresentacdo do antigeno, que deve estar aderido a parede do macrofago
com antigenos de histocompatibilidade semelhantes aos do linfocito T a ser
estimulado. Antigenos soliiveis sdo incapazes de ativar corretamente o receptor
por ndo possuirem receptores para MHC associados. Outra condi¢do impor-
tante ¢ a temperatura. A estimulacio dos receptores ocorre a 37°C e ¢
anulada a 4°C. Uma vez que haja o fendmeno de acoplamento antigeno-re-
ceptor, produz-se um bloqueio destes receptores e as células T passam a nio
responder a qualquer outro estimulo. Este fendmeno é conhecido como suici-
dio de células T sensibilizadas 18.

Em condi¢Ges normais ocorre a presenca de reticulomondcitos modificados
no sistema LCR, constituindo-se em contingente capaz de interagir imunologi-
camente. A ocorréncia de antigenos e haptenos do SNC em pessoas normais,
embora em titulos baixos como acontece com a proteina basica da mielina,
faz supor que existam linfécitos sensibilizados contra estes antigenos em con-
dicdes normais 9. E também sabido que, em doencas de natureza auto-imune,
como na esclerose multipla, existem perturbacGes no sistema de tolerdncia
imunolégica, de modo a ocorrer desequilibrio entre as subpopulagdes T-regu-
ladoras, ocasionando hipofuncdo de células supressoras e a consegiiente libe-
racdo do contingente imunoprodutor. Nestas condicGes é de se esperar que
o contingente de linfocitos T sensibilizados esteja aumentado, correspondendo
a titulos maiores de antigenos do SNC detectaveis no LCR.

Se as células T-A sdo aquelas que apresentam correlacdo positiva com
a imunidade celular, seria de se esperar que os seus valores estivessem aumen-
tados em doencas nas quais sabidamente ha sensibilizacdo linfocitdria espe-
cifica aumentada. No entanto, se se considerar o fendmeno do bloqueio de
receptores das células T especificamente determinadas, esses receptores so
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serio mapedveis a temperaturas baixas, permanecendo bloqueados a 37°C.
Assim sendo, a incubagdo a 37°C por uma hora, ndo seguida de incubacin
em mistura dgua-gelo, proporcionaria as condi¢cOes ideais para ocorrer o feno-
meno do bloqueio de receptores, j@ que existem, mesmo em condi¢bes normais,
antigenos do SNC e células do sistema reticulonomocitiario em condi¢cdes de
atividade imunolégica.

Desse modo, o método de determinacdo de linfocitos T-A proposto por
Wybran e Fudenberg ndo determinaria realmente os linfécitos T imunologi-
camente mais ativos, mas sim os linfocitos T com receptores disponiveis na
membrana, apos o bloqueio de receptores dos linfécitos sensibilizados. Estes
constituiriam a populacdo complementar a dos linfocitos T-A, isto é, a popu-
lagdo que se situa entre aquela quantificada pelo método de Wybran e Fuden-
berg e a quantificada pelo método classico. Esta ultima, devido a incubacdo
em mistura agua-gelo por duas horas, proporcionaria condi¢cbes de liberacgiao
de todos os receptores de superficie das células T, incompletamente bloqueados
por incubacdo a 37°C por apenas 5 minutos. Este fato é ccrroborado pelos
achados de Bach, que refere ndo haver influéncia considerdvel do tempo de
incubacdo de linfécitos a 37°C desde 5 minutos até uma hora, na contagem
de linfécitos T classica, desde que haja incubagdo posterior a 0°C por periodo
minimo de duas horas1.

Admitidas estas premissas, seria possivel concluir que, na esclerose milti-
pla, o contingente T sensibilizado ou ativado é maior do que nos pacientes
com cefaléia cronica, objeto deste trabalho. Este contingente T sensibilizado
ou ativado seria representado pela diferenca entre o miimero de linfécitos T e
o numero de linfécitos T-A em cada caso. As estimativas para os valores
assim obtidos (média e desvio padrdo) foram: média 22,3 e desvio padrdo
395 (tabela 8).

Conceituagdo de Valores para as Subclasses de Linfécitos T-Avidos — O
fendOmeno de avidez de linfocitos T é quantificado pelo nimero de hemadcias
aderidas & membrana linfocitdria. S&o considerados linf6ocitos T-dvidos aque-
les que apresentam 10 ou mais hemdcias agregadas & sua superficie. A deter-
minacdo de linfécitos T-avidos parte do pressuposto de que o nimero de
hemécias guarda correlagdo com o numero de receptores disponiveis na mem-
brana celular.

Neste estudo foi considerado o nimero de hemdcias aderidas a cada um
dos linfécitos T, previamente conceituados como aqueles que apresentam trés
ou mais hemdacias agregadas. Foram obtidos 8 grupos de linfécitos, de acordo
com esse critério. No estudo estatistico foi considerado separadamente o grupo
conceituado como T-4vido. As estimativas e limites fiduciais para os 7 grupos
com afinidade varidvel por hemacias de carneiro na subpopulacdo T e na subpo-
pulacdo T-A sdo referidos, respectivamente, nas tabelas 5 e 6.

As estimativas dos valores para a subpopulagio T-avida no contingente
T foram: média 19,2 e desvio padrdo 4,32. As estimativas dos valores da
subpopulacdo T-avida no contingente T-A foram: média 11,1 e desvio padrdo
2,04 (tabela 7).



SUBPOPULAQCOES LINFOCITARIAS DO LCR 149

A analise de varidncia relativa a afinidade de linfécitos T por hemacias
de carneiro, referida na tabela 10, mostra que a distribuicio de hemaécias
entre os elementos das subpopulagbes T ndo é aleatéria, podendo ser condi-
cionada por fatores que agem diferentemente sobre cada um dos grupos. O
mesmo ocorre na subpopulacdo T-A, conforme dados assinalados na tabela 11.

Por outro lado, os valores obtidos da quantificacdo da afinidade por hema-
cias em cada um dos 7 grupos de linfécitos T, quando comparados a grupos
semelhantes na subpopulacdo T-A, ndo sdo covariantes, e ndo guardam corre-
lacdo, conforme € referido nas tabelas 13 e 14. Os mesmos resultados foram
obtidos para a subpopulacdo T-avida nas células T e para a subpopulagio
T-avida nas células T-A, conforme é mostrado na tabela 15.

Estes dados mostram que as subpopulacbes T e T-A sdo contingentes

linfocitarios diferentes quanto & densidade de receptores para hemacias de
carneiro, evidenciada pelo fendmeno de avidez.

Formas Linfocitdrias Modificadas — E comum, na andlise citolégica em
pacientes com leucemia, a observacdo de formas celulares nao basticas, de
contorno irregular, com expansdes de diversos tipos e formas 3.

Os critérios morfoldgicos citados por Guseo sobre formas linfocitarias
ativadas ou modificadas permitem identificar caracteristicas semelhantes em
células do LCR, mesmo em condi¢bes normais. Tais observacdes sdo confir-
madas neste estudo, como consta da tabela 1.

Em 1975, Catovski e col. 3 demonstraram haver receptores para Fc, imuno-
globulinas e hemdcias de camundongo nestas formas celulares. A presenca
destes marcadores sugere pertencerem tais células ao contingente B. No en-
tanto, aqueles autores consideram a possibilidade de que elas fagam parte do
grupo linfocitos K, devido & densidade de receptores Fc e a possibilidade de
estarem sendo detectadas imunoglobulinas aderidas passivamente a esses re-
ceptores. Secundariamente & presenca destas imunoglobulinas poderiam ocorrer
os fenOmenos observados por Catovski.

A natureza e funcio dos linfécitos modificados no LCR ndo é conhecida. No
entanto, ¢ de observacdo corrente o aumento de formas modificadas no LCR em
processos inflamatdrios e infecciosos subagudos ou crénicos do SNC. Esta obser-
vacdo se efetiva em patologias como a esclerose miultipla, nas quais ndo sio
detectados aumentos do contingente de linfécitos B. Tal fato sugere a consi-
deracdo da hipotese segundo a qual as células modificadas do sistema linfoci-
tario fariam parte do contingente de células linféides mediadoras de citotoxici-
dade anticorpo-dependente ou células K.

RESUMO E CONCLUSOES

Para material constituido de 50 casos devidamente selecionados para
representar controle de normalidade e para metodologia que possa garantir
real aplicabilidade ao LCR, é possivel caracterizar subpopulagées linfocitarias com
distribuicio normal de valores e baixa dispersdo de resultados, qual seja o con-
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tingente considerado. Os dados (média * desvio padrdo) obtidos foram (%):
para linfécitos B 7,0+1,44; para linfécitos T 76,04-2,92; para linfocitos T-ati-
vos 053,7%+3,26; para linfécitos T-avidos 19,2+4,32 na subpopulagio T e
11,1+2,04 no contingente T-ativo; para o contingente T-sensibilizado ou ati-
vado 22,3+3,95.

E possivel que o contingente T-sensibilizado seja representado nio pelos
linfécitos T-ativos, mas pela diferenca entre o nimero de linfocitos T e o
nimero de linfécitos T-ativos para cada caso estudado. Em todas as amos-
tras estudadas, as subpopulacies T e T-ativa sdo contingentes linfocitarios
diferentes quanto a densidade de receptores de superficie, evidenciada pelo
fendmeno de avidez por hemdcias de carneiro.

E possivel também que as células modificadas do sistema linfocitdrio,
identificadas como constituintes do perfil citomorfolégico normal, facam parte
do contingente de células citotdxicas anticorpodependentes ou células “killer”.

SUMMARY
Lymphocyte subpopulations in the cerebrospinal fluid. III. Normal values.

For cerebrospinal fluid (CSF) samples from 50 subjects previously selected
to represent suitably a normal control group and for a methodology that may
be actually used for CSF samples even with normal cell count, it is possible
to characterize lymphocyte subpopulations with normal statistical distribution
and low dispersion of results for all lines considered. Data (mean =
standard deviation) here estimated were (%): for B-lymphocyte subpopula-
tion 7.0*1.44; for T Ilymphocyte subpopulation 76.0£2.92; for T-active
lymphocytes 53.7+£3.26; for T-avid lymphocytes 19.2+4.32 when all T subpo-
pulation is considered, and 11.1==2.04 when only T-active subpopulation is
studied; for T-sensitized or actually activated 22.3::3.95.

These data may suggest that lymphocytes actually related to immunological
activation will be properly represented by the difference between T-lymphocytes
and its T-active line in each case. In every samples T and T-active lympho-
cytes are different subpopulations when surface receptor density is considered,
by evidence of avidity for sheep erythrocytes.

It is also possible that killer lymphocytes, or antibody mediated cytotoxic
cells, may be related to modified lymphoid cells identified in the CSF normal
cytomorphological profile.
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