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ESTUDO DO COMPORTAMENTO DOS LINFOCITOS DERIVADOS DO
TIMO EM PACIENTES COM PENFIGO FOLIACEO NA PRESENCA DE
LEVAMISOL

Maria Dolores Porto Acedo! a Lucyr Jones Antunes?.

Foram estudados linfocitos T de pacientes portadores de pénfigo folidceo em
relacdo a sua capacidade de formar rosdceas “E”, diante de diferentes concentracées do
imunopotenciador levamisol. O levamisol é uma substdncia que estimula formagdo de
rosdceas de linfocitos T ativos em individuos normais.

Os linfocitos de pacientes antes da corticoterapia sistémica ndo responderam ao
levamisol; ja os linfocitos de pacientes em tratamento com corticoides tiveram inibida sua
capacidade de formarrosdceas. Esses achados sugerem altera¢do no metabolismo celular
dos linfocitos de pacientes penfigosos devido provavelmente a alguma falha no sistema
enzimadtico dessas células envolvendo a fosfodiesterase do AMPe.
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O pénfigo folidceo é uma dermatose que se
caracteriza pelo aparecimento sucessivo de bolhas
acantoliticas e eritrodermia esfoliatival3. E uma
patologia de etiologia desconhecida embora o meca-
nismo auto-imune tenha sido sugerido por Beutner e
colsl*4 ¢ Chorzelski6, quando descreveram a presenga
de auto-anticorpos dirigidos contra um antigeno do
espago intercelular do epitélio de doentes portadores
de pénfigo folidceo. Descreveram também que o titulo
de anticorpos esta relacionado com a atividade da
doenga, sugerindo uma participagido ativa de anti-
corpos na formagao das bolhas acantoliticas.

Os linfocitos timo-dependentes de pacientes
portadores de pénfigo foliaceo foram quantificados por
Reis e cols.!! que encontraram um valor diminuido
quando comparado com o numero de linfocitos de
grupos controles e os autores sugeriram uma defi-
ciéncia de imunidade celular nos pacientes penfigosos.
Wybran e Fudenberg14 propuseram técnica capaz de
pesquisar uma subpopulagio de LT denominada
linfocitos T ativos (LTa). Lay e cols?, Jondal e cols®
e Chisari e Edgington® mostraram que a ligagéo entre
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linfocito T e hemacia de carmeiro é um fendomeno
dependente de temperatura, ions Catte Mg++, pH,
nivel energético e da concentragido intracelular de
nucleotideos ciclicos.

No presente trabalho, procuramos avaliar o
comportamento dos linfocitos T ativos de pacientes
portadores de pénfigo foliaceo, tratados com corti-
coterapia sistémica e nao tratados, quando postos em
contato com substincia estimuladora do GMPc¢, com
o objetivo de verificar sua situagio metabolica.

MATERIAL E METODOS

Estudamos 20 individuos adultos normais, 24
pacientes portadores de pénfigo folidceo em trata-
mento com corticosterdide e 11 pacientes com pénfigo
foliaceo antes de se tratarem com corticosteroide.

Dez ml de sangue periférico foi retirado em
seringas contendo 0,1ml de heparina (Glaxo, 5000
U/ml) e os linfocitos foram isolados em gradientes de
“Ficoll-Hypaque” seguindo técnica de Thorsby e
Bratlie!2.

Em uma série de tubos de hemolise foram
colocados 0,1ml de diferentes concentragdes (10‘4,
1076, 108 M) de levamisol (Johnson & Johnson) e
0,01ml da suspenséo de linfocitos (2 x 106 cels/ ml).
Os tubos foram incubados a 37°C durante 15 minutos.
Em seguida foi adicionado 0,15ml de hemaicias de
carneiro a 0,5% em solugio de Dulbecco e a mistura
foi centrifugada por 10 minutos a 1200 rpm. Linfécitos
unidos a trés ou mais hemacias foram consideradas
como rosaceas. A viabilidade das células foi verificada
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utilizando o corante azul de tripan. Os linfocitos T
totais desses pacientes foram quantificados seguindo
técnica de Jondal e cols.8.

Para os testes nos quais foi verificado o efeito de
diferentes tempos de incubagdo dos linfocitos diante
do levamisol, a técnica utilizada foi 2 mesma descrita
acima variando apenas o tempo de incubagéo a 37°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A detecgdo de subpopulagdes de linfécitos no
sangue periférico possibilitou o conhecimento da
participagdo destas células em varias doengas.
Wybran e Fudenberg14 mostraram que em processos

patolégicos como infecgdo viral e bacteriana, linfoma,
leucemia linfatica cronica e outros, ocorrem alteragdes
na porcentagem de linfocitos timo-dependentes, tanto
T ativos (LTa) quanto T total (LTt).

A determinagao dos LTa e LTt em nossos
pacientes tratados e em tratamento (Tabela 1) deixou
claro a nao alteragdo da capacidade dessas células
formarem rosaceas com hemacias de carneiro, quando
comparados aos linfocitos de individuos normais e de
pacientes portadores de pénfigo foliaceo. Estes
achados nos levaram a avaliar o estado funcional dos
linfocitos de individuos normais e pacientes porta-
dores de pénfigo foliaceo frente ao imunopotenciador
levamisol.

Tabela 1 — Percentagem de linfocitos T em individuos controles e pacientes portadores de pénfigo folidaceo, antes e

durante o tratamento com corticosteroides

Linfocitos T Controle (n = 20) Pacientes ndo tratados
(n=11)

Significdncia * Pacientes em tratamento Significdncia *
(n=24)

Variacdo Média + DP Variacdo Meédia + DP

Variacao Meédia + DP

Ativo 11-32 230%5,5 17,3-39,3 24,1 £10,2 NS 4,7-38,0 21,5+10,3 NS
Total 38-65 464+6,9 294-584 423+ 89 NS 17,9-58,5 359+ 8,6 p <0,01
* Teste t ““Student” DP = desvio padrio

A Figura 1 mostra que a formagéo de rosaceas
por LTa na presenga de levamisol se encontra esti-
mulada em individuos normais, semelhante ao des-
crito por Machado!9. Observa-se também que os
linfocitos dos pacientes portadores de pénfigo foliaceo
se comportam de maneira diferente: aqueles doentes
que ndo haviam sido tratados com corticoide tinham
linfocitos que ndo apresentavam estimulo na formagao
de rosaceas, quando incubados com a droga. Os
linfocitos dos pacientes em tratamento com corticéide
apresentaram inibi¢do na formagédo das rosaceas por
LTa, apos 15 minutos de incubagdo com levamisol.
Esses dados sugerem que o tempo de incubagao (15
min) poderia nio ser o ideal para os linfocitos dos
pacientes portadores de pénfigo foliaceo. Conseqiien-
temente a incubagdo de linfocitos de penfigosos por
15, 30, 45 e 60 min foi comparada com a obtida com
linfécitos de individuos normais.
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Figura 1: Teste de estimulagio de formagao de rosacea “E”
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A Figura 2 mostra o efeito da incubagao dos
linfocitos normais com o levamisol, em tempos
variados. Observa-se que 15 min produz estimulagao
nas 4 concentragoes utilizadas, fato que nao ocorre nos
outros diferentes tempos de incubagéo. Nos pacientes
penfigosos (Figura 3), a incubagao dos linfocitos com
levamisol, nas diversas concentragbes e em tempos
diferentes, nao induziu estimulag¢do. Pudemos
observar um fenomeno de inibigdo na formagio das
rosaceas.
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Figura 2: Teste de formagao de rosaceas “E” individuos
normais
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Figura 3: Teste de formagao de rosaceas “E” pacientes com
pénfigo

Esses resultados sugerem a existéncia no linfo-
cito de portadores de pénfigo folidceo de uma alteragao
fisiologica ¢ ndo de uma alteragdo qualitativa que

pudesse ser corrigida com a incubagio prolongada
com levamisol e com a variagdo na concentra¢ao dessa
droga.

Hadden e cols’ mostraram que o levamisol
diminui a quantidade de AMPc intracelular e aumenta
a quantidade de GMPc, resultando em aumento da
atividade celular. Foi demonstrado através da for-
magio das rosaceas na presenga de levamisol que os
linfocitos normais aumentam o percentual de
rosaceas, enquanto que nos pacientes penfigosos nao
houve este-aumento.

Nossos achados sugerem a existéncia de uma
falha no sistema enzimatico dos linfocitos envolvendo
a fosfodiesterase do AMPc, causando uma alteragao
do metabolismo celular nos portadores de pénfigo
foliaceo, explicando dessa maneira a baixa na capa-
cidade de formar rosaceas com hemacias de carneiro
em presenca do levamisol.

SUMMARY

T lymphocytes from patients with Pemphigus
foliaceus were studied fortheir ability to form E
rosettes in the presence of different concentrations of
the immunostimulant levamisole. Lymphocytes from
patients before systemic corticotherapy did not show
stimulation when incubated with levamisole.
Lymphocytes from patients submitted to cortico-
therapy had their ability to form rosettes inhibited.
Those data suggest that the lymphocytes from patients
with Pemphigus foliaceus may have some kind of
defect in the phosphodiesterase of cyclic AMP.

Key words: Pemphigus foliaceus. Lymphocytes.
Corticosteroid. Levamisole.
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