MODIFICACOES DOS LEUCOCITOS DO'SANGUE PERIFERICO
E CTTOCINAS IL1, IL8 E TNFe DURANTE A HEMODIALISE
COM DIFERENTES MEMBRANAS

Rev Puit Nefral Hipert 1996, 10 (3):207-219

ARTIGO ORIGINAL

4

HELENA OLIVEIRA SA, ANABELA MOTA PINTO*, MARIA JOAO ANJOS*,

ANTONIO PATRICIO, HENRIQUE GOMES, MARIO CAMPOS,
MANUEL SANTOS ROSA*, ADELINO MARQUES

Servico de Nefrologia dos i{onplu_(- da Universidade de Coimbra
* Centro de Imunologia da Faculdade de Medicina de Coimbra

RESUMO

Estuddmas as modificagdes da expressdo de marca-
dores celulares dos leucocitos do sangue periférico ¢ as
variagoes das concentragées plasmdticas das citocings
ILI, IL8 ¢ TNFa numa populagio de 30 doentes
insuficientes renais em hemodidlise, durante wuma
sessdo didlise com dialisadores de cupraofano/fibras
capilares(n=10), cuprofano/placas (n=10) e polissulfo-
na (n=10). As colheitas de sangue foram efectuadas na
via eferente do dialisador, no inicio, aos !Smin e no
Jinal da sessdo de dialise ( 180min).

Procedeu-s¢ a andlise celular por citometria de
Jhuwxo através da wtilizagdo de anticorpos monoclonais
marcados com fluorocromos (anti CD3, CD4, CD8,
CDI4, CD15, CDI19, CD45 ¢ CDS56). Estudou-se
igualmente a variacdo da expressdo da frac¢do o (CD
11b) da molécula de adesividade Mac-1 ou CR3 a
superficie das celulas granulociticas através da dupla
marcagdo CDISCDI1(b. Paralelamente foram efectua-
dos os doseamentos das concentragdes plasmaticas das
citocinas ILI, IL8 € TNF & por método de enzimoimuna-

analise.
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Os resultados coligidos permitiram identificar a
vcorréncia de Importantes alteragoes qualitativas ¢
quantitativas das célutas leucocitdrias do sangue
periférico. As membranas derivadas da celulose
(cuprofano,, condicionaram altera¢ées incidindo
essencialmente nos granulocitos. baixa significativa do
seu numero aos | 5° minuto da sessdo com recuperacado
no final da sess@o (180° minuto); neste momenio os
granulicitos apresentavam aumento significativo da
expressao da molécula de adesividade CD 1 Ib. Quanto
ds membranas sintéticas de polissulfona assistiu-se d
diminuicdo progressiva do nimero total de linfécitos,
atingindo o maximo ao 180° minuto, sem modificacdo
das proporgies relativas das diferentes subpopulagdes
de linfocitos. Observou-se aumento significativo das
concentragoes plasmaticas de IL8 e TNF o, no final da
dialise com os dialisadores de cuprofano/placas, e de
IL I com os dialisadores de polissulfona.

Considera-se, em conclusdo, que as modificagées
intradialiticas apontadas podem constituir um factor
aditivo do risco infeccioso na populagdo de doentes
insuficientes renais em hemodidlise.

Palavraschave: Leucdcitos; Hemodidlise; Cuprofano;
Polissulfona.
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SUMMARY

LEUCOCYTE AND IL1, IL8, TNFa CHANGES
DURING HEMODIALYSIS WITH CUPROPHANE
AND POLYSULPHONE DIALYSERS

We studied the leukocyte and citokines IL!, L8 and
TNFo modifications in a population of 30 hemodialysis
patients. during one session of dialvsis with cupropha-
ne/hollow fiber (n=10), cuprophane/plates (n=10) and
polysulphone (n=10) dialysers. Bload samples were
obtained at the begining, after [5 minutes and at the
end of the dialysis session.

After staining with specific fluorescent monocional
antibodies (antt CD3, CD4, CD8, CD14, CD15,CD 19,
(D45 e CD56), flow cytometric analysis was perfor-
med to evaluate the different leukocyte subpopulations.
We studied the hemodialysis-induced changes in the
expression of CD11b malecule (o subunit of Mac-1
adhesion molecule or CR3 receptor) in granulocytes.
Finally, we also measured the ILl IL8 e TNFa blood
concendrations at the begining, afier 15 minutes and at
the end of the dialysis session by enzymimmunoanalysis
(ELISA).

With cellulosic membranes such as cuprophane we
observed significant modifications in granulocytes.
After 15 min there was notable neutropenia but by the
end of dialysis the number of cells was identical to the
onsel. At the end of dialysis there was an upregulation
of CD 11b molecule. During dialysis with polysulphone
dialysers we observed a progressive decrease of
number of lymphacytes (maximun at 180min). At the
end of dialysis there was no change in the different
subpopulations percentages of lymphocytes.

We observed an increase ur hlood concentraions of
IL8 and TNFu in patients dialysed with cupropha-
ne/plates dialysers and of IL! in those dialysed with
polysulphone.

The qualltative and quanttatve modifications of
leukocytes during hemodialysis, no matter the dialyser
used, could be an aditional risk factor of infection in the
dialysis population.
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INTRODUCAO

Os doentes insuficicntes renais cronicos {JRC) em
hemodidlisc apresentam elevada morbilidade e mortali-
dade de etiologia infecciosa. Diferentes estudos efectua-
dos demonstram quc 15-20 % das mortes na populagdo
de doentes IRC em hemodialise sdo de stiologia infecci-
osa ", O accsso vascular para hemodiélise, constituin-
do uma porta de entrada fécil para microorganismos, e
0 estado de imunodcepressio caracteristico da insuficién-
cia renal e malnutrigdo associada, sdo os principais
factores determinantes da clevada incidéncia de infec-
¢ao nessa populagio. Ultimamente, surgiram evidéncias
de que a escolha da membrana de dialise pode também
ter influéncia na susceptibilidade a infecgid*”. Conso-
antc ¢ tipo de dialisador ou membrana de dialise
utilizados, assim a fun¢do de células como os ncutrofi-
los ou 0s leucdeites mononucleares poderd ser mais ou
menos modificada. Essas modificagBes intradialiticas
vém adicionar-se aos défices imunitérios atribuiveis a
urémia per se. Assim, um dos factores importantes no
tratamento do doente IRC em hemodidlise, ¢ a escolha
dos materiais mais biocompativeis, ou seja corn menor
capacidade de interferir com os diferentes sistemas
biolégicos.

De acordo com 0s pardmetros de biocornpatibilidade
definidos pela CCCB (Consensus Conference on Bio-
compatibility, Alemanha, 1993)® propusemo-nos
estudar as alteragdes qualitativas e quantitativas sofridas
pelas células leucocitarias do sangue periférico (neutrd-

filos e leucécitos mononucleares) ¢ o perfil de secregio
das Ct0CINAS isderleucina 1 (Thad ), intericuciaa 8 (I

8) ¢ Factor de necrose tumoral « (TNFg), durante a
hemodialise com rrés tipos de dialisadores,

DOENTES E METODOS

Foram estudados 30 doentes IRC em programa
Revista Pwtﬁguua de Nefroiogia e Hipertensdo
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regular de hemodidlise com idade média 50,2 + 14,8
anos de idade ¢ tempo médio de didlise de 48 + 42
meses. A etiologia da insuficiéncia renal era conhecida
em |9 doentes (Doenga poliquistica AD: 2; Doenca
vascular hipertensiva: 4; Pielonefrite cronica: 8; Glome-
rulonefrite crénica: 2; D. Alport: 1; Nefropatia de
refluxo: 2). Nos restantes 11 doentes a etiologia era
indeterminada. A data do estudo os doentes encon-
travam-gse clinicamentc estaveis, sem sinais de doenca
infecciosa, neoplasica ou do sistema imunitério. Ne-
nhum dos doentes fora submetido a transfusdo sangui-
nea nos ultimos 3 meses nem s encontrava sob tera-
peutica com corticostergides, inibidores da enzima de
conversdo da angiotensina, & ou § bloqueantes. Todos
os doentes foram previamente esclarecidos do objectivo
do estudo, tendo anuido 2 sua realizagdo através de
conscntimento assinado.

Constituiram-se trés grupos; cada grupo (n=10)
efectuou hemodiélise pelo menos durante 3 sessdes com
0 mesmo tipo de dialisador ¢ foi estudado posterior-
mente durante uma sessdo com duragdo de trés horas.
Os dialisadores utilizados foram os seguintes: cuprofa-
no/fibras capilares (CUY/F) (Hemoflow E2, Fresenius,
Suécia), cuprofano/placas (CUP/P) (Lundiu Alpha 500,
Gambro, Suécia) e polissulfona/fibras capilares (P/F)
(Hemoflow F5, Fresenius, Suécia). Cada sessdy de
dialise tinha 180min de¢ duragio, velocidade de fluxo de
sanguc 200-250 ml/min, bicarbonatn como solugdo
dialisante (500 ml/min) ¢ heparinizagdo intermitente (50
U/Kg inicial ¢ 25 U/Kg a 2* hora). As taxas de ultrafil-
tragdo variaram entre os 600 e 1000 m)/ h. Foram
cothidas amostras de sangue heparinizado (8 ml), na via
eferente do dialisador, no inicio da dialise, aos 15 ¢ 180
minutos.

Analise por citometria de fluxo

Cada amosua de sangue colhido foi analisada por
citometria de¢ fluxo através de um citdmetro FacStar
Plus (Becton - Dickinson, Mountain View, EUA).
Procedeu-se 4 utilizagio de imunofluorescéncia directa
para caracterizagdo da expressdo antigénica das diferen-
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tes células leucocitarias. Para isso utilizarem-se anticor-
pos monoclonais marcados com fluorecromos, (anti
CD3, anti CD4, anti CD8, anti CD14, anti CD15, anti
CDI9, anti CD45, anti CD56) cuja especificidade se
resume no Quadro 1. Para melhor individualizago das
diferentes populagSes leucocitdrias utilizou-se a dupla
magcagdo antiCDI4/antiCD45 que permite uma boa
separagdo dos granuldcitos, mondcitos e linfocitos.

QUADRO 1

Especificidade dos anticorpos monoclonais

Anticorpos monoclonais | Especificidade

anti LD linfécitos T

anti CD19 hintécitos B

anty CD4 li:;.féci!os T helper

anti CD8 linfécitos T citotoxicos € su-
pressores

antiCDI4 mondceitos

anti CD1$ neutrdfilos

anti CD45$ leucocitos (antigénio comum)

anti CD5 células NK

anti CD1!b fracgdo a da B2 integrina
CD11bCD18 (Mac-1, Mol)

Para ajém do estudo fenotipico das células leucocita-
rias com os anticorpos moncocionais referidos, estudous
-se lambé:n a adesividade celular das c€lulas marcagio
antiCD ]4/antiCD45 que permite uma boa separagio
dos granulécitos, monécitos € linfocitos.

Para além do estudo fenotipico das células leucoci~
tdrias coin 0s anticorpos monoclonais referidos,
estudou-s¢ também a adesividade celular das células
granulociricas através da dupla marcagdo CD 15 CD
11b. A mclécula CD 11b € a subunidade o da molécu-
la d¢ adesividade CD 11b CD 18 (Mac-1 ou Mo 1 )
que faz perte do grupo das $2 integrinas. Essa molé-
cula exprime-se a superficie dos neutréfilos e mondci-
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tos e apresenta como ligandos principais a molécula
ICAM-1 (células endoteliais, células epiteliais,
linf6citos) e o produto de degradagio do complemento
C3bi.

Para cada andlise procedeu-se 4 incubagdo de 100 ul
de sangue com o painel de anticorpos monoclonais
seleccionados durante 10min & temperatura ambiente.
De seguida procedeu-se a lise eritrocitdria durante
i0min, com utilizagdo de um reagente comercial (solu-
Gdo de lise hipotonica), a que se seguiu centrifugagio
durant¢ Smin a 400 g (2000 rpm). Finalmente,
efectuou-se lavagem em tampéo salino e ressuspensdo
em 0,5 ml do mesmo tampdo para anélise final.

Doseamentos De Citocinuy  IL], IL8 e TNFo

Para cada amostra sanguinea foi efectuado o dosea-
mento plasmatico das citocinas iL1«, IL ¢ TNFa, por
método de enzimoimunoandlise (técnica ELISA com
kits da Immunotech International). As amostras foram
conservadas em gelo até centrifugaciio e armazenadas
a -80° até ao doscamento final, utilizando-se o mesmo
kit para todas as amostras.

Apresentacdo de dados e andlise estatistica

Cada aquisigdo cfectuada por citometria de fluxo
compreendeu a anélise de 10 000 células por segundo,
sendo 05 valores expressos em termos de percentagem
de células positivas para determinada marcagao, relati-
vamente a0 numero total de células analisadas. Para
cada tipo de dialisador foram calculadas as médias (s)
aos U, 15 ¢ 180min e comparadas entre si (teste t de
Student). Considerou-sc como limite de significincia
um valor de p < 0,05.

Foram calculadas ¢ comparadas entre si as médias
(+s) das concentragdes plasméticas de citocinas respei-
tantes a cada grupo de doentes dialisados com o mesmo
dialisador aos 0,15 e 180min (teste t de Student com
diferenca de médias significativa para p s 0,05).
Comparou-se ainda a média das concentragdes iniciais

210

de cada citocina c>m a média duma populacio controlo
(60 individuos sandaveis de ambos os sexos; medicoes
plasmiticas).

RESULTADOS
Variagdes quantiiativas das células leucocitdrias

Observou-se uma diminuigdo cstatisticamente
significativa (p<(,05) da taxa de granulécitos aos
I5min de didlise relativamente aos valores iniciais no
grupo de doentes «ialisados com dialisadores de CUP/F
(Fig.1 e 2). Com s dialisadores de CUP/P observou-se

] p0,01
10005 I F3 15 mintos

T

=
100 %
Variagdo co numero de neutréfiios durante a diglise
com dialisidores de CUP/F, CUP/P ¢ PS/F, com
colheitas de sungue nu via eferente do dialisador ¢
analise po- citometria de fluxa. Salienta-se a neutio-
penia aos | Smn com os dialisadores de Cup (fibras;
p=0,05,plazas: p=0,06) ¢ a recuperagdo do niunero de
células uvs 180mm.

Fig. 1 -

também uma baixa assinalavel dos granuiocitos aos
I5min que se encontrava no limiar da significincia
(p=0,06). Relativamente ao grupo de doentes encontra-
va no limiar da significancia (p=0,06). Relativamente
ao grupo de doentes dialisados com Ps/F, a variagao dos
granuleitos aos 15mn foi desprezivel. No final da
sessd0 de dilise ( 1 80min), assistiu-se a recuperagio do
nimero de granulécitos com as membranas de cuprofa-
no, que ultrapassou 0s valores iniciais (Fig.2).

A taxa de mondcitos diminufu aos 1Smin de didlise,
relativamente aos valores iniciais, em qualquer dos

Revistc Portuguesa de Nefiologia e Hipertensio
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Fig. 2 - -Neutropeuia aos 15mn de didlise com membrana de CUP/F ¢ recuperagin da numero de células aos 180mn. Os quadros

4 esquerda, centro ¢ dircita correspondem as imagens por citometria de fluxo das diferentes populagdes leucocitdrias
(lintdcitos-R 1, munoeitos-R2, e neutrdfilos-R3) aos 0,15 ¢ 150mn de dislise respectivatnente,

grupos. Essa variag3o niio foi estatisticamente significa-
tiva.

A taxa de linfécitos apresentou um aumento aos
15min e baixa aos 180min em ambos os grupos de doen-
tes dialisados com membranas de cuprofano, relaciona-
dos com as variagoes absolutas, em sentido inverso, dos
granulocitos. No grupo de doentes dialisados com
dialisadores de Ps/F, observou-se uma baixa estatistica-
mente significativa da taxa de linfécitos no final da
sessdo de didlise em relagdo aos 0 e 15Smin (Fig. 3). Esta
variagdo ocorreu apesar da auséncia de modificagio
paralela do namero de granuléeitos,
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Estudo das subpopulagées linfocitdrias

Ndo se observaram diferencas estatisticamente
significativas relativamente as médias das percentagens
das diferentes subpopulagdes linfocitarias estudadas
(linfécitos B, linfécitos T helper, linfécitos T citotéxi-
cos, células NK) aos 0, 15 ¢ 180min com qualquer tipo
de dialisador, como se observa nas Figuras 4 ¢ §
respeitantes is subpopulacdes de linfécitos T helper
(CD4+) ¢ linfécitos T citotéxicas (CD8+) respectiva-
mente,

Comparou:-se a populagio total dos 30 doentes IRC
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L0
pe0,08

. 0 minutos

B 15 minutos

W 1380 minutos

e
] p<t.0s

B

50 %

Variagdo dn niimero de linfocitos durante o didlise
com dialisadores de CUP/F. CUP/P e PSIF, com
colheitu de sungue na vie eferente do dialisador ¢
andtise por citometria de fluso. Com vs dislisadores
dv CUP observa-se linfocilose e linfopenia relativas
aus 15 e 180mn respectivaments, relacionadas conn as
variagdes inversas dos neutréfilos. Com os dialisado-
res de PS/F observa-sc diminui¢do cstatisticamente
significativa do nimero de linfocitos no final da
didlise relativamentc aos 0 ¢ 15mn (p=0.05), sem
vanagiao paralela do numero de granuldeitos.

o 10 2 30 40

Fig. 3 -

8 0 minums

@& 15 minutos
B 180 minuios

I T TR P e |
0 18 20 0 40 =0 6 79

Sulrrprrpulacde: linfiocitdeia CD4+ (lnfircitos T “hel-
per ") durante a didlise com dialisaudures de CU/P/F,
CUP/P e PS/F ("gate" para linfécites). Nao se vbser-
va variagdo significativa do ndmero de células no
decurso da dilise com qualquer tipo de dialisador,

Fip. 4 -

estudados com uma populagdo de individuos normars
(valores de referéncia nacionais), relativamente as
médias das percentagens de linfocitos T totais, linféci-
tos B, linfécitos T helper (CD4+), linfocitos T citotoxi-
c0s (CD8+) e células NK. Para o grupo de IRC
cansideron-se a média dos valores apresentados no
inicio das sessoes de didlise. Verificou-se existir um
défice generalizado do ntimero total de linfécitos na
amostra de doentes IRC, que assumiu significado
estatistico relativamentc aos linfocitos T totais ¢ células
NK (Fig.6).
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[ ) minutos

El 15 mimstos

B 180 muwios

Fig 5-  Sub-poapulacie linfocitdria D8+ flinfocitos T
crtotesicos) durante a diatise com dialisadores de
CUPE, CUPIP ¢ PSIF ("gate” para tinfécitos). Nao
s¢ observa variagdo significativa do niamero de células
nu decurso da didlise com qualquer tipo de dialisador,

B mc
Cantrolo
(1] 25 50 75 100 %

Steb-poprlacdes linfocitarias numa populagaa contro-
fo e no grupo de 30 doentes IRC estudados. As per-
centagens de linfocitos T totais, linfdcitos B e células
NK aprcsentam diferencas entre as duas populagdes
(£=0.01).

Expressdv du molécula CDI 16 nas células CD] 5+

A didlise com dialisadores d¢ CUP/F ¢ P
caracterizou-s€ por um aumento estatisticamente
significati’o da expressao da molécula de adesividade
CD11b nas células CDI5+ (essencialmente granuldci-
tos) a0s |80min de duragdo da sessdo de didlise
relativamente aos 0 € I5min (Fig.7). Esta modificagdo
torna-se¢ mais relevante por ter ocomido no mesmao
grupo de doentes onde se ohservaram variagdes quanti-
tativas significativas da série granulocitica no decorrer
da sessdo de didlise. Com os dialisadores de Ps/F ndo
ocorreu modificagdo significativa da expressdo da
molécula de adesividade CD11b no mesmo tipo de
células CI) [5t.
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q”" R

W 0 minuts
E.,M'm 3 15 minues

| 180 minutos

p<0,05
Oﬁ‘aﬂ‘a |
u 20 CIO ﬁ‘o 80 %
vig. 7— Expressdo da moléeula DI 1D nas celulas CDI15+

(granuldctios) durante a dialise com diulisadores de
CUP/F, CUP/P e PS/F. Observa-se aumento da
expressiao da molécula CD11b aos 180mn de dialise
com as membranas de cuprofano.

Concentracdo plasmdrica da [L1«, IL8 e TNFa

Os resultadus dos doscamentos por ELISA das

citocinas IL. 1, IL8 ¢ TNF«, no decurse da didlise com
os diferentes dialisadores, estio representados no
Quadro 1T em termos de médias (+ s), indicando-se
igualmente as médias dos valores plasmaAticos para a
populagéo «:outrolo.

As concentragdes de IL1e e de IT.R iniciais (Omin)
na, populagio de doentes estudados ndo diferiram
significativamente dos valores das médias respeitantes
a populagdo controlo. Relativamente ac TNFa, os
valores de base no inicio da diélise eram significativa-
mente mais elevados na populagdo de IRC estudada
relativamente & populagio controlo,

Compararam-s¢ as concentracdes das citocinas (L s)
para cada dialisador aos 0, 15 ¢ 180min para avaliar a
modificagdo do perfil plasmatico no decurso da didlisc.
Relativamente a ILle, apenas sc encontrou diferenca
cstatisticamente significativa no grupo de IRC dialisa-

QUADRO 11

As concentragdes plasmaticas (4 o) das citocinas [L1a, I1.8 ¢ TNFo foram coinparadas sos 0°,15" e 180" de duragio da sessdo
de didlise pura cada tipo de dialisador utilizando o teste -t Student (* p ~0.05; ' tempo de didlise utilizado na comparagéao
das médias c para a qual a diferenga fo1 significativa)

IL1a (pg/inl) cuprofano/fibras capilares cuprofano/placas | polissulfona
(u plasma individuo normal: 5 pg/mi) n g
H g " Q
Q0 2.88 2.03 0.62 0.43 299 .08
1§° 2.43 1.33 0.58 0.44 3.28 345
180" 244 1.43 0.63 0.34 544" 41
IL8 (pg/ml) s g s 5 K ¢
(i plasma individuo normal: 859 pg/ml) | . 167.28 32234 | 33.60  51.46 | 10522 245.44
15 165.81 324.74 | 32.79 30.73 103 0y 187.04
180" 169 42 321.12 | 46.73°"" 30.62 8102 174,17
p o n v B a
TNFa (pg/ml) 0’ 113.23 219.63 | 4472 3401 | 3887 1784
(u plasma individuo normal: 5 pg/ml)
15" 81.24 147 04 | 49.75 35.59 4713 49.77
180’ 138.09 218.16 § 64.70"™ 5584 | 46.19  40.40
Revista Portuguesa de Nefrulogia e Hipertensdo 213



Helena Oliveira S&, Anabela Mota Pinto. Maria JoBo Anjos, Anténio Patricio,
Henrigue Gomnes, Mério Campos, Manucl Santos Rosa, Adelino Marquee

dos com polissulfona: aos 180min a concentragao de
ILI era significativamente superior em relagic aos O e
ISmin (p < 0.05). As concentragdes de IL8 e TNFa

taram diferencas estatisticamente significativas
no final da dialise no grupo de doentes dialisados com
CUP/P, com aumento das concentragdes de ambas as
citocinas 20s 120min em relagdo aos 15 ¢ Omin respec-
tivamentc.

DISCUSSAQ

No estudo por nés efectuado observamos leucopenia
A custa dos newtrofilos aos 15° minuto da sessdo de
dialise com os dialisadores de CUP/F e P (p<0.05 para
os dialisadores d¢ fibras capilares) mas ndo com 08
dialisadores de PS/F (Fig.1). A neutropenia observada
com os dialisadorcs de CUP tem duas explicages
plausiveis scgundo dados de diferentes estudos efectua-
dos: a agregasdo dos neuirofilos circulantes entre sieao
endotélio vascular por aumento da expressdo de recep-
tores de adesividade celular (ex: CR3), com sequcstra-
ciio no territorio vascular mais acessivel (microcircula-
¢do pulmonar) (12,14,15,24,25) e/ou a retengéo de células
na prépria membrana de didlise por ligagdo aos produ-
tos de activacdo e degradacio do C3 (C3b.C3bi)
aderentes & membrana (31) .Os receptores cclulares de
adesividade e/ou ligagZo ao complementa sao estimula-
dos por fracgdes de activagio do complemento soluveis
como C5a (26-30). A activagdo do complemento com
geragdo das anafilotoxinas Cla, Coa € seus derivados
desarginados (C3adesArg, C5a desArg), apos o contac-
to do sangue e membrana de dialisc de naturcza
cclulosica, para além de ser esperada pelo conhecimen-
1o da bioquimica do sistema, tem sido provada em
diferentcs cstudos clinicos (9-14). Observa-se um
méximo de activagio do complemento aos 15° minuto
da sessdo de didlise(15-19), que reflecte o balango entre
a activagdo no circuito extracorporal ¢ a "clearance” dos
produtos formados através de receptores celulares(20).

Para além do aumento da adesividade ao endotélio
vascular ¢ da agregagdo intercelular, os. neutrofilos
podem aderir A membrana de didlise através de "ligan-
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dos" retidos & superficie (ex: C3b, C3bi) (Fig.8).
Cheung e col. estudaram a aderéncia de células
leucocitdrias a membranas de cuprofano, tendo
verificado que ¢ tipo celular predominante eram os
granulécitos ¢ cue a adesdo a membrana podia ser
inibida pela sus incubagdo prévia com anticorpos
monoclonais espccificos (ex: antiCR3) ou dos neutrd-
filos com anti CD1Ib(31).

\ .

g3 —P 3 i

Cibi — ™ Cidg

membran de cuprofano

Fig. 8 — Activacio do complemento € cxpressao de moléculas
dc adesividade apos contaclo com membranas de

cuprofar,

Nos doentcs submetidos a dialise com dialisadores
de CUP observamos aumento estatisticamentc sigmifica-
tivo da expressiio da molécula de adesividade cclular
CD11b nos granulécitos que deixavam o dialisador (via
cforente) aos 181)min de duragdo da sessao de didlise O
aumento da expressdo da cadeia e(CDl Ib) da moiécula
de adesividade CR3 (CD1 th CD18) 3 superficie dos
granuldcitos nc final da dialise, pode significar que
essas céhulas no decurso da didlise aderiram entre si ou
4 membrana de didlise e que esse processo culminou
nas fases iniciais de activag3o celular (desgranulagdo).
Apos a adesdo inicial ao endotélio vascular, estando
ausentes factores estimulantes da migragdo transendote-
lial (auséncia clc mediadores quimiotdcticos), ocorre
uma modificagio morfofuncional dos receptores dc
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adesividade celular. Esta modificagio funcional dos
receptores de adesividade celular tem como consequén-
cia final  libertagao das células aderentes de novo para
a circulagdo, pemitindo descrever aquilo que alguns
autores designaram de "fagocitose frustrada" (28,32).
Em termos clinicos, o que é de valorizar neste feno-
meno ¢ que as células fagocitarias recuperadas apre-
sentam defices funcionais graves e irreversiveis. Foi
demonstrado em estudos in vitro que essas células
apresentam diminui¢ao da capacidade de aderéncia a
culturas de células endoteliais (12), da quimiotaxia
(33.34) ¢ da capacidade de produgio de radicais livres
dc oxigénio (35).

Aos 18Umin de duragio da sessio de dialise, com os
dialisadores de CUP, assistiu-se a recuperagdo do
namero de granuldcitos, observando-se inclusive um
aumento do niimery de células em relagdo aos valores
inicigis. Para além do provével retomo a circulacéo dos
neutrdfilos aderentes, o aumento do niimero de células
no final da sessdo de dialisc em relacio aos valores
iniciais, ¢ indicativo de que provavelmente ocorre
libertagdo de células a partir da medula 6ssea (37). Dois
estudos recentes demonstram que factores estitulado-
res como o CSa sdo capazes de deprimir a sintese de
radicass livres de oxigénio do "pool" de neutr6filos da
medula 6ssea (34,38) Assim, os neutréfilos libertados a
partir da medula Gssea apresentam, provavelmente
défices funcionais que se adicionam aos défices adquiri-
dos dyrante a dilise dos restantes neutréfilos madyros
cireplantes. Estes défices funcionais, nomeadamente o
prejuizo da fagocitose, coincidem precisamente com o
perjpdo de maior risco de infecgdo por microorganis-
mos patogénicos (ex: Staphylococcus), devido as portas
de gntrada ligadas A presenca do circuito extracorporal
para hemodialise.

De acordo com os resultados por nés observados, os
ngytrofilos parecem néo ser particularmente afectados
durante a didlise com dialisadores de PS/F. Estes
regpltados sdo explicados pelo facto dessas membranas
apresentarem propriedades hidrof6bicas e serem pouco
activadoras do complemento. Os leucéeitos que apre-
sentaram maiores modificacSes quantitativas no decur-
so da didlise com dialisadores de PS/F foram os
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linfécitos, No final da sessdo de dislise essas células
apresenta am diminuigdo do seu numero em relagio ao
observado no inicio da didlise ¢ aos 15min (p<0.05).
Tem-se descrito linfocitopenia com défice do niimero
de linféciios T ¢ B em doentes IRC submetidos ou ndo
a hemodialise regular (3941), obscrvagdo também por
nos confirmada no gmpo de doentcs estudado ¢m
comparagio com um grupo controlo (Fig, 6). Alguns
défices imunitdrios dos doentes IRC como o aumento
da incidéncia de infecgdes € ncoplasias, a ancrgia
cutdnea, o aumento da sobrevida de enxertos de pele, a
diminui¢do da resposta a estimulos antigénicos e a
diminui¢ao da actividade das células NK, podem ser
explicados pela linfocitopenia associada & insuficiéncia
renal. A d:minuigdo do numero de linfocitos durante o
procedimento dialitico assume importancia relevante a0
contribuir para o reforgo dos défices imunitirios
associador a IRC. Castiglione et col. observaram um
predominiv de lintécitos B no total de linfocitos retidos
em diafisadlores de polissulfona no final de uma sessio
de didlise (42). No presente cstudo ndo observamos
variagdo na distribuigdo das diferentes subpopulacécs
linfocitdrizs no decurso da dialise.

Em 1983, u IL1 foi proposta como a principal
responsavel por alguns sintomas frequentes nos doentes
IRC durante a dialise (hipotensdo, hipertermia) (43).
Posterionr.ente, outros mediadores também do grupo
das citocinas como TNF, IL6, IL8 tém sido reconhcci-
dos como intervenientcs nas modificacoes agudas
intradialiticas (44.45)

As corcentracoes de IL1e apenas se elevaram
significativamente no final da sessdo nos doentes
submetidoy a didlise com dialisadores de PS/F. A
activagdo preferencial das células monociticas produto-
ras de IL1 nesse grupo de doentes, podera dever-se a
presenga d: endotoxina na solugdo dialisante e passa-
gem para 4 circulagdo sanguinea. Uma observagio
interessant: por nos constatada foi a inexisténcia de
concentragics elevadas de ILla na populagio de
doentes esudados no inicio da dialise em relagdo a
média dos valores observados numa populagio normal.
Alguns estudos efectuados por outros autores utilizando
membranas: derivadas da celulose, levaram a concluir
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que a hemodidlise por si $6 poderia ser responsével pela
elevacio crdnica das concentragdes de IL1 (46-48). Num
desses estudos fo: feita a comparacio das concentracdes
de IL | em doentes com IRC terminal e doentes IRC em
hemodidlise tendo-se verificado que os docntes IRC em
hemodialise apresentavam valores significativamente
mais elevados (47). Estes resultados ndo sd@o consisten-
tes jd que outros ¢studos ndo evidenciam elevacio das
concentragdes de citocinas como a IL1 no plasma de
doentes IRC em hemodialise cm comparagio com uma
populagdo controlo (49,50). A discrepancia de resultados
observados demonstram a vulnerabilidade dos dosea-
mentos estaticos de citocinas como a TL}, que se relacio-
na com a existéncia de inibidores plasméticos das
cttocinas (especificos e ndo especificos) ¢ com a
variagdo interindividual da sua produgio em resposta a
um estimulo. Esses factores podem explicar as diferen-
¢as intermdividuais nas concentragdes plasmaticas de¢
IL1, IL8 e TNF por nis observadas no inicio da sessio
de didlise na amostra de doentes estudados. Mais im-
portante que o doseamento estético de citocinas como
a IL1 ¢ a sua medigdo dinamicy.

Relativamente ao TNF«- proteina nio glicosilada
com 17 Kda de peso molecular ¢ sintetizada pelos
monocitos, macrofagos e alguns linfécitos T observi-
mos elevacdo das concentragdes plasmaticas em todos
0$ doentes estudados. Fsta elevacio apenas assumiu
significado estatistico com os dialisadores de CUP/P
(p<0.05). As concentragdes plasmaéticas de TNF o
numa populagdo normal sdo em geral baixas (<5pg/ml)
elevando-sc abruptamente apés injecgio endovenosa de
lipopolissacarideo (LPS), Os niveis mais clevados desta
citocina sdo observados na situagdo clinica de choque
séptico (51,52) Na populagdo de doentes IRC por nés
estudada, obscrvamos niveis de TNFa no inicio da
didlise muito superiores aos valores esperados numa
populagdo normal (Quadro i), o que pode ser explicado
por um estado de activagfio cronica das células produto-
ras ou por um défice de eliminag3o relacionado com a
insuficiéncia renal.

A TL8 é um peptideo activador dos neutrofilos, com
propriedades quimiotacticas para este grupo de células.
E secretada essencialmente por mondcitos, mas também
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por neutrdfilos, linfocitos ¢ células endoteliais, apos
estimulagdo por outras citocinas (ILI, TNF «, JL6) ou
por estimulos com: LPS (53). /n vitro a IL8 & capaz de
aumentar a expre:sdo de moléculas de adesividade
como a Mac-1 a suerficie dos neutrofilos promovendo
a sua adesividade a células endoteliais que exprimem a
molécula [CAM-1 (54) Sob influéncia desta citocina é
possivel observar-se um aumento da libertagdo de
neutréfilos da medla Gssea (55).

No estudo por nés cfectuado, observdmos uma
elevacio estatisticzmente significativa das concentra-
¢tcs plasmaticas de IL8 no final da sesséo de didlise no
grupe de doentcs dialisadus com dialisadores de
CUP/P. Este grupo foi aquele em que se observou
ncutropenia mais acentuada aos 15Y minuto, com
recuperagao do numero de células no final da diglise. O
aumento da expre:sdo da fraccdo alfa (CD!1b) da
molécula de adesividade Mac-1 no final da sessio de
didlise no grupo de ioentes dialisados com dialisadores
de CUP/P ¢ F (Fig. 7), pode ser também detcrminado
pela acgdo da TL8, potenciando a acgdo doutros factores
como as fracgdes activas soliiveis do complemento
(C3a e CSa). As concentragdes plasmiticas de ILS. no
grupo de doentes IRC estudados, apresentaram valores
mcdios mais baixos do que os observados numa popu-
lagio controio, apesar da grande variagdo interindividu-
al. Esta observago pode dever-se ao facto da IL8 ser
uma proteina de baixo peso molecular dialisavel. ou a
um défice de produgio e libertacdo para a circulagdo na
populagio de doentes IRC estudados.

CONCLUSOES

l. Durante uma sessdo de hemodiélise, independen-
temente do dialisador e/ou membrana utilizados,
observamos alteragd=s qualitativas e quantitativas das
células leucocitinias.

2. As membranas derivadas da celulose (cuprofano),
caracterizaram-se essencialmente por conduzir a
alteragdes dos granulécitos. Observou-se uma haixa
significativa do nimero de células aos 15min de dialise
com recuperacdo no final da sessdo. Aos 180min as
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células da linha granulocitica apresentaram um aumento
significativo da expressfio da moiécula de adesividade
CD1ib, para o que podem contribuir a presenga de
estimulos ¢como fracedes de activagdo do complemento
(ex:C5a) ou ¢itocinas (ex: IL8). O aumento da expres-
530 da molécula de adesividade CDI b no final da
dialise sem que s¢ verificasse neutropenia sugere a
libertagio dos granuldcitos dos seus ligandos, provavel-
mente por falta dos estimulos necessérios a saida da
circulagdo, Essas células remanescentes em estado de
preactivac@o ("primed") poderdo apresentar défices
tuncionais que comprometem a fungdo de defesa contra
MICTOOrganismos ¢ aumentam o risco infeccioso na
populag¢io de doentes IRC em dialise.

3. A didlise com membrana sintética de polissulfona
conduziu a baixa progressiva ¢ significativa do numero
de binfocitos (maximo aos 180min). No final da sessdo
de dialise a distribuigdo equitativa das diferentes
subpopulagdes linfocitrias ndo se alterou cm relagdo a
distnbuigdo inicial,

4. Obscervaram-se diferengas no perfil estético das
citocinas IL |, IL8 e TNF na populagio de doentes IRC
em hemodidlise relativamente a uma populagéo contro-
lo. Durante uma sessdo d¢ hemodialise ocorreram
modificagdes das suas concentragdes, independente-
mente do dinlisador. Todavia, a grande variagao interin-
dividual na produgio de dada citocina perante um
mesmo estimulo, as suas semi-vidas curtas, a possibili-
dade de haver activagfio da transcrigdo dos genes
codificadores das diferentes citocinas sem ocorrer a sua
libertagdo para o exterior das células e finalmente a
presenga de inibidores plasmaticos, determinam a
vulnerabilidade das medigdes das concentracdes
plasmaticas de citocinas. Métodos baseados na medi¢do
intracelular do RNAm resultante da transcrigio dos
genes codificadores das citocinas (técnica de Northern
blot ou apés amplificagdo por PCR), poderio traduzir
com mais nigor o grau de activago celular das célulag
produtoras de citocinas.

Nota: Trabalhe subsidiado pela Comissdo de Fomento da Investi-
guydo em Cuidados de Saude do Mimisténo da Saude.
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