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Errata

Nos apéndices, anexos I, no processo de numeracao da paginas
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pontos tratados e por consequéncia o conteudo mantém-se
inalterado. Com a referida omissdo, a parte do indice referente
a esta seccgio, passa a ndo corresponder com a sequéncia numérica
das paginas no texto. Apartir da pagina xix, as pdginas estam
adiantadas em uma unidade. Assim o indice errado é:
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Abreviaturas, Simbolos e Co.nvengoes

APC Antigen Presenting Cells

CSLT Concentracdao de . Diferentes Subpopulacdes de
Linfbécitos T no sangue total em mm'

cD4/CD8 Razdo entre os linfédcitos com marcador CD4 e com
marcador CDS8.

CcD Cluster of Diferentiation (adoptado pela Leukocyte
Diferentiation Atingen Workshop, W.H.0Q.)

Concentragao Absoluta dos iferentes tipos de
Leucédcitos
Degrees of Freedom 1liberdade (Graus de
liberdade)

F1,F2,F3 Sfmbolos dos grupos etarios de 15-24, 25-34 e 35
anos de 1idade respectivamente, dentro do sexo

feminino.

Interleukin-1

IL-2 Interleukin-2

lim. inf limite inferior (nos interval:s de confianca)

lim. sup limite superior (nos intervalas de confianca)

MHC Major Histocopatibility Compls x

M1,M2,M3 Simbolos dos grupos etarios oo idade:15-24, 25-34
e >35 anos de idade respectiva.ente, dentro do sexo
masculino.
Minimo
Maximo
Concentracfo de leucodcitos (N de células/mm3)

Percentagem de polimorfonucle..res

Percentagem de Linfécitos T




t

SUB-POPULAC

sD

VL

Percentagem das diferentus Subpopulacdes de
Linfécitos (T4 e T8)

v

valor da probabilidade do teste de t de student
(valido somente dentro -de talelas)'.

Roswell Park Memorial Institiite (meio de cultura e
de sustentac¢do de células). '

valor de t dado pelo teste de student (valido sé
dentro dsa tabelas)
Sub-populacgdes

Standart desviation (desvio padr&o)

Viabilidade de Linfécitos




Sumario

80 individuos adultos (>=15 anos), sem evidéncia e sintomas de doenca, foram
estudados com objectivos de determinar os valores de con..entragdo de linfécitos totais,
e sub-populacdes de linfécitos T, no sangue periférico e Individuos normais e seus
intervalos de referéncia. Do nimero estudado metade foi do sexo masculino (dadores
de sangue, banco de sangue do H.C.M.) e a outra metad. do sexo feminino (mulheres
atendidas nas consultas de planeamento familiar nos contros de saitide da Polana ¢
Alto-maé), ‘

Dos 7 ml de sangue venoso, colhidos de cada indi\ i:lo incluido no estudo, foram
feitas as seguintes andlises: (1) determinacdo da concenti.i¢cdo de leucdcitos totais, por
uma contagem na cidmara de Neubauer, (2) férmula lev. ocitdria, por uma contagem
diferencial "coloracdo de Romanowsky", (3) separacdo .o linfécitos, pelo métode de
centrifugacdo de gradiente de densidade em Histopay e "Sigma Chemicals” e (4)
identificacdo e contagem de subpopulacdes de linfécitos 7. utilizando a técnica APAAP
"DAKO Laboratories, USA" e visualizando num microscro-vépio de luz convencional.

A todas as amostras se fez previamente o rasiielo de anticorpos anti-HIV

utilizando um teste ELISA comercial descartando-se tod s aquelas que revelaram ser
positivas.
Criando uma base de dados em microcomputador e com :xilio do programa Lotus 1-
2-3 e a sua folha de calculo, determinaram-se os valores de concentracio de
leucécitos totais, linfécitos totais e subpopulacées de lir. 6citos T, assim como a razdo
entre estas subpopulacdes estudadas. Agruparam-so os individuos por sexo
compararam-se os mesmos para os valores médios de : oncentragdo das populagédes
celulares aplicando~se-lhes o teste de t de student que revelou para p>0.05 diferenga
significativa de valores médios obtidos para cada grupe.

Com o auxilio do programa MICROSTAT, as popula jes celulares foram aferidas
quanto 4 normalidade de distribuicdo dos seus valore: utilizando o teste de chi-
quadrado para a qualidade de ajuste a uma distribui¢iio normal. Em consequéncia
estimaram-se a média e respectivos desvios-padrdo par: estabelecimento dos limites
dos intervalos de referéncia. O efeito da idade nos v.ilores de concenteracdo das
populagdes celulares estudadas, foi avaliado pelo te-te t de student depois de
agrupados os indfviduos, grupos de idade 15-24 ano:: 25-34 anos e > 35 anos.
analisando-os por sexo e por grupos eldrios em sexos drierentes.

0 sexo feminino apresentou uma diferenca significativa entre os grupos etdrios 15—
24 e 25-34 anos para p<0.05 quanto aos valores médios e concentracio de linfécitos
T11(CD11); llnfécitos T4(CD4); linfécitos T8(CD8) e l.ifécitos totais atribuida a
factores ndo controlados nos Individuos estudados. Na comparacdo por grupos etirios
de sexos opostos s6 se encontrou diferencas significatit »s no grupo dos 15-24 anos.

As variacdées nas contagens de linfécitos Td, T8 e T'l1, foram controladas pela
determinac¢do da taxa de reproductibilidade, que para (..los os fendtipos celulares a
90% e portanto por nés considerado admissivel.
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Os valores obtidos neste estudo sendo baixos em rel:¢do a outros reportados por
outros autores chama a atencdo para a relevincia deste :studo e estd de acordo com
as variagées ja descritas duma regido geografica para outi . Estudos na sua sequéencia
poderdo comprovar a aplicabilidade dos valores obtidos. no diagnéstico clinico de
certas imunodeficiéncias facilitando o refinar de limitagdes da técnica para usoe nas
condigdes do pais.
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PRIMEIRA PARTE




Iﬁtroducéo

Pelo papel das células linfoides na defcsa imunitaria contra
varias infecgdes, no organismo, o seu ewtudo merece grande
destaque. Elas sio de dois tipos designadamente: 1linfécitos B
porque sdo origindrios da Bursa de Fabricius nas aves e
provavelmente da medula éssea nos mamiferos ¢ os linfécitos T que
se originam na medula 6ssea nos mamiferos mau que completam o seu
desenvolvimento e maturacdo no timo.[1,2,3,4]. '

Os linfécitos B aqueles de cujo desenvolvimen:o resulta em células
produtoras de anticorpos, estas tltimas molécilas proteicas gque se
ligam aos antigenos resultande na sua destrui 8o e remocio.
Quando uma célula B reconhece um antigeno c¢:irculante no sangue,
nos nédulos linfaticos ou mesmo exposto na siperficie da membrana
celular duma célula infectada, ela fica dctivada. Porém ela
divide-se dando lugar a expansio dum clone de células B, todas’
portadoras de moléculas (anticorpos) que funcionam como receptoras
especificas para o antigeno que deu lugar ao cstimulo. O resultado
final do desenvolvimento e diferenciag¢do dos linfécitos B sio as
células chamadas plasmébcitos (células de vi-la curta), ricas em
protoplasma, capazes de produzir activamente anticorpos e outras
células conhecidas como células de memébria (e vida longa), cuja
fungdo seré responder perante futuros estimulus do mesmo antigeno.
Segundo indica o seu nome, estas células de membdria permanecem em
circulagdo por muitos anos, prontas para montar uma resposta rapida
e eficiente, perante um outro desafio do mesmo antigeno que as
origincu {1,2,3,4].

A classificacdo e fungdo das células T & complexa. A maior parte

das células T ndo podem reconhecer um antigen: livre circulante no




sangue‘bu no ndédulo linfatico, podendo somente responder a um

antigeno que esteja 1ligado & superficie¢ de uma célula em
determinadas condi¢des. A substincia estranha, deve ser exibida por
uma célula, juntamente com uma das prpteinas dda céluia hospedeira:
moléculas codificadas por fragmentos do DNA, fo;mando O que se
conhece como "Major H}stocompatibility.complex {(MHC)" ou Complexo
Principal de Histbcdmpatibilidade (CPH) . Para que se desencadeie
uma resposta imune, © receptor éntigénico presente nas células T,
deverd reconhecer ¢ antigenc em simultineo com a proteina MHC,
pfesentes na superficie da membrana celular Jda célula infectada.
Uma vez que um linfdécito T tenha reconhecido um antigeno, ela leva
a cabo uma funcdo dque depende da sua subclas<e. Somente um tipo de
células T defende activamente o organismo: as células T citotdxicas
"cytotoxic T cells", as quais destroem células infectadas, exdgenas
ou mallgnas através de um processo conhecido por lise {destruicio
das suas membranas). O ocutro tipo de células T modula a resposta
imune, por secrecdo de mensageiros proteicos ou mesmo por contacto
directo das células participantes [4,5].

As células T indutoras "inducer T cells", iniciam e estimulam a
maturagde dos linfédcitos T percursores em oélulas funcionalmente
distintas. As células T auxiliares " helper T c¢ells", constituem
uma pre-condig¢do para a acgdo das células T e muitas das células
B; tendo reconhecido um antigeno especifico eles possibilitam as
células T citotdxicas, a destruir as -c¢ilulas portadoras do
antigeno, e os linfécitos B, a produzir anticorpos apropriados. O
quarto tipo dos linfdcitos T, T supressore:s "supressor T cells",
abrandam a resposta imune das células B e T, fechando a defesa
imune por virias semanas apds ter sido activada pela infeccdo ou
estimulo antigénico.

Os linfécitos T auxiliares e supressores interagem dum modo

complexo: eles tém efeitos opostos acs T citotdxicos, e na




supressio da resposta imune os: linlécitos T supressores também

desactivam as células T auxiliares.

E assim que as células T, formam quatro subpopulacées numa base
funcional, gquanto aos marcadores bioguimicos (estruturais), na
superficie das. suas membranas éles formam somente duas sub-
populag¢bdes principais. Células T4 as quais tém o papel de
auxiliares e indutoras e as célulés T8 desempenhado o papel de
supressdao e citotoxicidade. As células T4 e T8 sdo também
distinguidas através do tipo de proteina MHC que deveri estar
associado ao antigeno, afim de que elas o I'econhecam. Assim, as
células T8 reconhecem, o antigeno quando as:ociado a proteina MHC
da classe I, enquanto as células T4 reconhecem o antigeno em
associagdo com MHC da classe II. Deste modo as células, T8
citotdxicas podem matar células infectadas gre sejam portadoras de
antigenos especificos para os quais eles possam reconhecer. Em
contrapartida, as células T4, sé6 respondem »n antigeno que esteja
associado as proteinas MHC da classe I1I, gi.e sdo encontradas em
células especificas conhecidas como célul:us apresentadoras de
antigeno "Antigen presenting cells (APC)"ou Células Apresentadoras
de Antigeno APC {1,4,5,6,7,8].

Em situagdes de infecgdes de natureza viral asgiste-se uma
cooperag¢dao celular entre os linfécitos B e T. Numa infecgdo, por
exemplo pelo virus do sarampo, as células APC, processam o antigeno
e expressam-no juntamente com as proteinas MH{ da classe II. Nestas
condigdes ele é reconhecido pelas células T4. As APC produzem
monoquinas {como gama-interferon e interleukin-1 {(IL-1)). A IL-1
tem a habilidade de activar as células T que tenham reconhecido o'
antigeno viral épresentado pela APC, preparando-as para
diferenciarem-se e dividirem-se. As células T activadas produzem
factores soluveis conhecidas por linfoquinas. Uma das linfoquinas
¢ conhecida por interleukin-2 (IL-2), secrerada pelas células Td

e T8. Sob influéncia da interleukin-2, as cdlulas j&4 estimuladas




pelo antigeno e pela IL-1, proiiferam em grandes clones de células
maduras: células T citotéxicas e, supressoras e células T
auxiliares. A IL—2'secretada pelas lcélulas T4, ou o contacto
directo das mesmas célulaslT4.com as B, estimula estas Ultimas a
diferenciarem e proliferarem em  grande:: clones de células
produtoras de anticorpos e de células de membdbria para casos

recurrentes (recidivantes).

.
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Célula spreoentodora
de antigenc

Anticarpos.-.
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l .
Fig.l1 <Célula T4 ajuda a célula B, e produzlr antcorpoh antd- virais.

A célula TA 18 acHvade pela interleukin-1{IL-1}, ‘e pelo reconheci-
mento do an gerid apresentado Juntaments com o conplexo
principal de histocompatibilidnde de classe II, ne uyperiicle
da membrang celular da c6iual apresentadors do antigeno. Annim
a célula T4, liga-se a célula B que também reconheceu o anti-
geno exibldd pelas células spresentadoras de antipuno. . A inter—
acgdo da célula T4 com a célula B, leva ao ambduiecimento e
diferenciacBc da G(ltima célula am dois tipes de clines <elula-
res: um de células de meméria e outro de plasmbciids produ-
tores de anticorpos.




Ndo existe uma distingdo morfologica entre os linfécitos B e T bem
como entre as sub-populagdes dos linfédcitos T, ao nivel do
microscdpio dptico [9].

Com o desenvolvimento, da imuno-quimica j& existem técnicas

conhecidas como imuno-ensaios ‘capazes de reconhecer antigenos
estruturais presentes na ,superficie das membranas celulares
{marcadores bioquimicos), que séo' especificos para um grupo
celular. Pode-se destacar entre as varias ticnicas j4 existentes,
as de imuno-fluorescéncia,  {(quando os anticorpos sido conjugados com
material fluorescente} e as imuné-enziméticam (cujos coﬁjugados sdo
enzimas, comc por exemplo..a fosfatasa alcelina e a peroxidasa)
[9,10].

Técnicas imuno—-enzimiticas sdo baseadas nos unticorpos monoclonais.
Os anticorpos monoclonais sdo aqueles produzidos pela fusdo de
celulas do bago dum animal imune com c¢élul:s B malignas, normal-
mente uma linha de células B derivadas dum tumor (mieloma}), que da
lugar a uma célula hibrida conhecida comoe hibridomas que eXibe
caracteristicas de ambas as células progenitoras. Tais hibridomas
conjugam a capacidade de secretar anticorpo. da célula deo bago do
animal imune e a imortalidade da célula maligna [11,12,13,14,15].
A fusdo de ambas as células produz-se medialte metodos artificiais
criados pelo homem sendo a mais utilizada a fusio pelo polietilene
glycol. Qutra caracteristica dos hibridoma:: & que eles podem ser
seleccionados dentre as células malignas rue deram-lhe origem,
mediante o crescimento em um meio de cultwra particular onde as
células malignas morrem, engquanto que os hiliridomas tem capacidade
de sobreviver.

Por outro lado é& possivel isolar hibridoma . individuais mediante
as tecnicas de clonagem e desta maneiﬁa produzir grandes quanti-
dades de anticorpo monoclonal por ele secretado, obtendo-se desta

forma um anticorpo da mesma classe e subcl.rsse e gque tem a mesma




egpecificidade para um sé determinante anti.iénico, ja qué o ponto
de partida é& uma sé célula ou clone que de. origem ao hibridoma.
Além disso, através da tecnqlogia dos, aniicorpos monoclonais é
possivel obter anticorpos = especificos para os diferentes
determinantes antigénicos qug.compéem um antigeno complexo e dai
a importédncia que os'mesmqs tém tido nos Ult.imos anos no estudo dos
marcadores das -membranas celulares dos iferentes tecidos do
organismo e inclusivamente de células tumorais [11,14,16].
Finalmente, a possibilidade de fazer crescer os hibridomas quer em
cultura, ou na cavidade peritoneél de animais com a consequente
produ¢do de grandes quantidades. de anticorypris e de conservarem-se
congelados como qualquer outra 1iﬁhagem ci:lular conferem-lhe um
singular valor na Imunologia dos nossos diis.

Com base nos anticorpos monoclonais, varios ..ntigenos superficiais,
'jé foram identificados e classificados. como marcadores de
diferentes populacdes e sub-populagdes celu:ares. E neste contexto
que os linfdcitos B, sdo reconhecidos pela presenga do marcador mlg
e 08 linfdbécitos T por possuirem ¢ marcader CD11 (CD=clpster of
-differentiation). A identificacdo dos marcadores, levou a uma

profunda compreensdo quanto & classificacio dos linfécitos T.

Segundo "International Leukocyte Diffrentiction Antigen Workéhop“

na base dos anti-corpos monoclonais gue reigem com os diferentes
marcadores, classificou e adoptou a seguint« nomenclatura, para as
diferentes sub-populagcdes de linfécitos T linfécitos T4
"helper/inducer cells" com marcador CD4 associado a funcdo de
induzir a proliferag¢do dos linfbécitos em gerul e ajudar eficazmente
as outras células a adquirir a sua imunocompeté&ncia e montar uma
resposta imune apropriada e linfédcitos T8 "I' cytotoxic/supressor
cells" com o marcador CDB associado a func¢io de destruir os tecidos
infectados e de suprimir a resposta imune sempre que necessirio
(1,3,8,9,10,12,16,17].




Algumas doencas infecciosas, como o sarampo, i tuberculose e certas
doencas parasit4rias e nutricionais parzcem ter uma certa
~influéncia nas concentragdes de linfécitos [18] de cada individuo.
Por exmplo, .a maldria em situa¢des de endemicidade, pode ser
responsével pela diminuicdo dos linfécitos T, como ja foi descrito
na Nigéria [5] e no caso de, parasitémia aguda por Plasmodium
falciparum, esta pode produzir uma mudang¢e notavel no numero e
percentagem dos linfécitos B e T circulantes [18,19,20,21,22].

outras doeng¢as endémicas nos baises em demenvolvimento{ como ©
sarampo e a tripanossomiase [8] também levam a diminuicdo da

concentragiao dos linféocitos com .marcador D4 (T4, poﬁulacéo de

linfécitos T helper/inducer. A tuberculoscs pulmonar uma doenga

frenquente em Mocambigque [23], em estado avancado é acompanhada
por um decréscimo persistente do numero relativo de células CD4
(8].

Para além de situacdes de doengas, a raga e os factores genéticos
podem contribuir né variacdo dos valores das concentracdes das
diferentes populacdes celulares, como se :emonstrou num estudo
feito na Africa do Sul [24). Desse estido, verificou-se que
indianos e negros sul-africanos tinham valorss altos de linfécitos
B em relacido aos brancos sul-africanos, ainda que estes valores
possam estar associados a factores sdcio-ecordmicos caracteristicos
daquele pais.

Mocambique ndo se encontra fora deste contwento, pois nele existem
de forma endémica varias doencas infecgiosus, e parasitdrias bem
como factores nutricionais, que Justifisa a necessidade de
estabelecimento dos valores limites dos iniervalos de referencia
das concentracdées dos 1linfécitos T com tfins de aplicag¢do no
diagnéstico laboratorial de imunodeficiencias' de etiologias
diversas.

Valores normais para as concentracgoes destas populagdes

principais, j& foram estudados e estabeleci'los para as populagdes




de paises desenvolvidos, havendo presentemente poucos egstudos
comparativos feitos para os paises em desenvolvimento [7.18] e naco
existindo algum para Mogambique. Alguns valores referenciais de
subpopulacdes de linfécitos T, obtidos da UCLA Medical Immunology

Laboratory, UCLA School of Medicine los Angeles, Calif. [8] sép'os
seguintes: '

CD11 (T11) cD4(T4) CD8 (T8)

Mediana % No./mm3 % No./mmn3 No. /mm3

%
72 1,258 - 45 756 25 450

A razdo entre as células CD4(T4) e CDB(T8) (Thi/Tcs) é de extrema
importéncia, como expressdo do estado do sigtema imuhe {8]1. Por
exemplo, esta razdo & importante, ﬁara prev isio do progresso até
ao SIDA em grupos de risco infectados jpor HIV [22], sendo
corroborado por um estudo feito em 40 homens considerados
saudaveis, em Nova York nos quais observou-se uma diminuicio do
valor da da concentracdo absocluta das c¢@lulas CD4(T4) e uma
inversdo da razdo T4:T8, pouco antes de desenvolverem o SIDA [25].
E assim que em estado "s3o" a razdo T4/TB, esta entre 1 a 2 (4,25]
chegando por vezes até 3 [24])]. Esta razao ganha cada vez mais
importdncia com a descoberta de que a infecydo por HIV leva a uma
eliminagdo selectiva dos linfécitos T4 [4,5], com um aumento das
células T8 levando a inversdo da razdo T4,T8 [8], assumindo um
valor numéricamente igual ou inferior a 0.5 [25], nas populacgdes
dos paises desenvolvidos onde tem sido estudadas.

As anormalidades numericas da raz&o T4/T8 ndo 8& se resumem a
diminuagdo, pois em algumas situacdes patoldgicas, como certas
infeccbes bacterianas, particularmente em endocardites causadas’

por Staphylococcus aureus ou Klebsiella pneu.:oniae, podem conduzir

a um aumento relativo de células T4 elevando a razio T4/T8 até& 20
[a].




Quer os valores normais das concentracdes das sub-populag¢bes de

linfécitos T quer a razdo dos linfécitos T4/T8, variam de uma
regido geografica a outra, pois os factore:s de que eles dependem
também sdo diferentes. O grafico 1, testemunha esta variacdo, do
qual pode se verificar que 08 europeus tew valores elevados de
concentragoes (Node de células/mm’') de linfdcitos T em relacdo aos
Nigerianos. E os Nigerianos entre si, mostran diferencas de valores

dependendo da regido geogr4dfica em que vivem [18].
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Fig.2 Sub-populncae de linfBecitos de dofs grupor.,
Nigerianos e Europeun, ambos maudfveis.

+ 0 gréfico i compilado aprtidr de dados obkijas
da refer@ncia nta.

Esta & outra razdo que justifica a importaﬁmia do estabelecimento
de valores de referéncia a nivel local, c.m fins de diagnédstico
clinico.

Neste sentido os valores das concentracdes 2 as percentagens dos
linfécitos T4 e T8, j& h& muitos anos, em i tunologia clinica, sio




usados comoc um instrumento de apoio para a avaliacio do estado
imune, perante uma grande variedade de doencas crénicas e agudas

nas que existem evidéncias de alteragdes do sistema imune [8].

Para além disso, no caso particular de Mogambique, a existé&ncia de-
um numero elevado de doentes com manifestagdes compativeis com

imunodeficiéncia de varias etiologias, .agravada pela presente

pandemia de SIDA, o estudo 'dos valores (de referéncia de sub-

populagdes de linfécitos T, teria duas aplicagdes principais: (1)
na area clinica, como um instrumento que permitiria o seguimento
de doentes na avaliacio do seu estado imune, e para o progndstico
da evolucdo de casos de éIDA, e (2), na linvestigac¢do, poderia
ajudar a avalia¢do de vacinas na sua fase dc¢ ensaio no campo [26],
permitindo uma:melhor avaliacéb do estado im.:ne daqueles individuos
vacinados. |

Devido a variabilidade dos valores conciderados normais dos
linfécitos T, e a importdncia que os mesmos té&m nas diversas areas
tornou-se necessario, o desenho deste trahalho com objectivo de
determinar os valores de referéncia para sub-populacdes de
linfécitos T em individuos mogambicanos adi ltos sem manifestacdes
(sintomas) evidentes de doenga e porém considerados como
"saudaveis" e para a razdo entre os linfécitos com marcadores CD4
e CD8 isto & a relagdo linfécitos T helper/inducer e linfécitos T

supressores/citotoxicos.







OBJECTIVOS

1. Determinar os valores limites dos intervialos de referéncia das

concentragdes de 1euéécitos totais, linfécitos totais,
subpopulacées de linfécitos T11(CD11l), T4{CH4) e TB(CD8), com um
intervalo de 95% de conffanca em individuos mocambicanos adultos
de ambos os sexos com auséncia de ‘sintomas aparentes de doenca,
para fins de diagnéstico laboratorial.

2. Determinar com um intervalo de confianca de 95%, o0s valores
limites do intervalo de referéncia da razio entre as concentragodes

de subpopulag¢des T4(CD4) e TA(CD8) nos referidos individuos, para
fins de diagnéstico laboratorial

METODOLOGIA DE ESTUDO

1. Amostragem

Foram estudados no total de 80 individu«: adultos (idade maior
ou igual a 15 anos}) na proporcio de 1:1 pava ambos 08 sexos. As
amostras dos individuos do sexo masculino f:ram todas colhidas do
Banco de Sangue do H.C.M. a partir de dadore= de sangue durante ag '
suas visitas regulares de doacédo de sangue.

As amostras de sangue do grupo de individuos .lo sexo feminino foram
colhidas nos Centros ‘de Saude da Polana e :lo Alto-maé, entre as
mulheres atendidas na consulta de planeamentc familiar. Os centros
de saude foram uma alternativa para fa-or face A& falta de
regularidade de dadores do sexo feminino no 1 inco de Sangue e foram
escolhidos pelas facilidades administratisas que mostraram. As

interven¢des instrumentais, em relagao a colheita de sangue foram




feitas pelo pessoal de salde em servigco « sempre com previo

consentimento do dindividuo eﬁ'questéo, No :.:aso dos dadores de
sangue a amostra para o estudo, foi .-obtidua da Unica picada no
momentc da doacgao, apfoveitando o sangue resi.unte no tubo colector
{do saco de colheita usado no Banco de Sangu.) antes de entrar em
contacto com o anti-coagulante, usado de rutina naquele centro
hoapitalar (Citrato). _ '
Em ambos os casos os individuos foram submetidos a um exame clinico
para descartar possiveis doencas e lhes foi feito um exame
serologico de HIV, e as idades e sexXos caorresgspondentes foram
registados.

7 ml de sangue venoso, foram colhidas num tubo plastico contendo
1ml de heparina sddica (1000 u.i./ml). As amustras colhidas foram
sem demoras levadas ao laboratédrico de imunologia do I.N.S., a
temperatura ambiente, em frascos plésticos «de 10 ml, onde foram
imediatamente processadas.

Nagueles casos em que, o processamento das amostras Ltivesse que
ser adiado sempre por um tempo mé&ximo de 2 horis, as amostras foram
guardadas a uma temperatura de 4oC. Mais ¢. que esse tempo, as
amostras eram desconsideradas. Processarat-se em cada dia de

trabalho, 3 a 5 amostras (1 amostra= 1 individuo}.

2. Leucograma [27]

0 leucograma € a técnica que permite guantificar os leucdcitos
no sangue total apartir de uma amostra, guantidade referida em
termos de concentracido (numero de células por milimetro cubico).
Para tal um volume de 0.05 ml de sangue hep.irinizado foi diluida
em 0.95m1 de solucdo de TurK, com ajuda duama pipeta apropriada
segundo recomenda o método. Apds 5 a 7 minut .s de repouso, ocorre

a lise dos eritrdédcitos, deixando somente os leucbdHcitos gque, foram
.posteriormeﬁte contados numa camara de NELUBAUER melhorada, com

profundidade de 1 mm. A contaéem foi feita 10 microscédpio éptico




(Olympus), na objectiva de ampliacdo de 4. Namero de células
contadas em quatro grandes &reas segundo indica o método [28],
foram registadas com ajuda de um contador de¢ mdo. (Protocolo 1 em

anexo I1}.

3. Contageundiférencial (Férmmla leucocitaria) [27])

A contagem diferencial ¢é o proéedimentu que se conhece como
determinacdo da férmula leucocitaria'em nmitos‘laboratérios de
anilises clinicas. Contar diferencialmente os leucécitos significa
que diferentes tipos de leucdeitos sic contados seharadamente.
Assim que, da amostra levada ao labofatério, uma gota foi estendida
(esfregaco) em laminas de microscopia, bem limpas {protocolo ntl
em anexos I). O esfregacgo era feito de modo que fosse o mais fino
possivel, para obten¢do de uma Unica camada de células. Os filmes
de sangue, foram deixados secar a temperatura ambiente,  pelo menos
20 minutos, depois fixados em 4lcool metilico absoluto, durante
poucos segundos. Todas as laminas foram corsdas segundo a técnica
de coloragdo de Romanowsky ([28]. Cinco tipos de células foram
considerados e contados, segundo o seu tamanlho, cor do nicleo e dos
granulos citoplasmiticos. Os c¢inco tipos considerados foram:
eusinéfilos, bas6filos, 1linfécitos, neutréfilos e mondbeitos.
Contou-se em cada esfregac¢o, pelo menos 10 células no total e
posteriormente calculadas as percentagen: de cada tipo. (ver
calculos, nesta 5eccéo).

4. Isolamento de linfdcitos [28,29]

|
0 método de Boyum, baseado na centrifugiacio em gradiente de
densidade (Histopaque "Sigma Chemicals"), foi usado para a
separagdo de linfécitos. Fez-se uma suspen:=do de 3 ml de gangue
hepariniiado, em 5 ml de RPMI 1640 (Roswell Park Memorial




Institute) com bicarbonato de sédio. Num tubo pléastico de 15 ml
com fundo nédo cbénico, a mistura, foi colocads cuidadosamente sobre
o Histopaque de modo a manter a interfase entre a suspensio
celular e a solucio de, Ficoll/paque. O cojunto foi centrlfugado a
uma forga de 400 x g durante 30 minutos.

Os linfécitos formavam um anel na regido da iuterfase de onde foram

transferidos para um tubo 11mpo com'éjuda tle uma pipeta Pasteur
ao qual se seguiam trés lavagens em RPMI 1640, por centrifugacio
durante 10 minutos a 200 X ¢g. Foi introdurida uma alteragdo do

protocolo original (protocolo 3 anexo I), aphs o processamento de

um terco das amostras.Finda a lavagem, os linfécitos depositavam-
se no fundo do tubo, 'deixando-as num volume de 20-30ul,
ressuspendidos para 0S passos séguintes. em 20ul, conseguindo-ge
uma suspensio com concentracgdes celulares compreendidas entre 2 x
10 células/ml e 5 x 10’ células/ml.,
' Cenlrifuge
4% Plasia’ .
a 8100 f é e jF‘ig.S' mostra un esquema
g . de separag@o de lin-
focitos pelo método
de centrifugscso de

0 Minules gradiente de densi-
IS .. BN Chde em HISIDPAQ}E.

HISTOPAQUE
Figura extraida do manual da Sigma Chemic.ls
5. Teste de’ v1ab113dade [13]

Durante o processo de separacio pode ocorrer mortalidade
célulasr, a que pode, levar a alteracdo dos marcadores reconhecidos
pelos anticorpos monoclonais. Assim todas as amostras com uma
viabilidade inferior a 80% foram rejeitadas. A viabilidade {numero

de linfécitos vivos em percentagem), & determinada por uma contagem




simples, na c@mara de NEUBAUER melhorada, s:ndo eosina usada como
1

corante vital. As células vivas viam-se ojacas enquanto gue as

mortas coravam a vermelho, pela penetracio da eosina. Foram

contadas todas as células existentes na d4rea recomendada (5],

{vivos/mortos), com ajuda dum contador de mdo (protocolo 4 em

anexos I)

6. Tdentificacao de. ssubpopuladcdHe:: de linfocitos T
[12,13,15] ‘ |

P

Nome da técnica: APAAP "Alkaline Phosjpiiatase Anti-Alkaline
Phosphatase”. ' :

Esta técnica & baseada no reconhecimenio dos determinantes
antigenicos presentes nos marcadores de me.brana das diferentes
sub-populagdes de linfocitos T em esfre.agos e o posterior
revelamento, mediante o uso dum anticorpo sonoclonal especifico
para imunoglobulina de rato que serve de uaido entre o primeiro
anticorpo monoclonal e os complexos imunes sciOveis, formados entre
a fosfatase alcalina no intestino do viteslo "calf intestinal
alkaline phosphatase" e o anticorpo monoclcaal para esta enzima.
0 produto da reac¢do enzimdtica é vermelho, sendo o "naphthol AS-
MX phosphate" (fosfato de naftol AS-MX) e o "fast Red TR" usados
como substrato e cromogénio respectivamente. Com o fim de inibir
a actividade da alcalina fosfatasa endégena dag célulag humanasg,
adiciona-se ao substrato uma substlncia chiamada levamisole. Unma
particularidade desta técnica em relacd: a outras técnicas
relacionadas, é o uso do anticorpo monoclondl "anti-rato"™ (link)
que serve de ponte entre o anticorpo monocl. nal primario dirigido
contra o© marcador da membrana e o compl::xo imune Fosfatasa-
Anticorpo Monoclonal Anti-Fosfatasa, como «parece representado
no esquema da figura 3.




Fosfatase alcalina produzida
no intestino do vitelo

‘Complexos APAAP

Anticdbpo monpclonal de rato
anti—aicaling fosfatase

» Ig Anti-rato

Aﬁticorpo_moﬁbclénal,

primirio de rato

@ ’ : Ani:igeno -

. Apresentacdo esquemidtica da técnica de APAAP

DIAGRAMA ESQUEMATICO DA TECNICA APAAP AHP_LIFIC&DA

.
a = Anticorpo monoclonal primario
b = Ig anti-rato . ;
¢ = Complexos APAAP .-

1, 2e 3= nﬁmero_de‘ciclos de incubagio

-

Fig. 4
€ Esquema d¢ funcionamento
: . do sistema APAAP.
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ZProcediment o

Para cada individuo estudado, foram pr-paradag 3 esfregacos
em ldaminas de microscopia ordin4rias, a partir dos linfécitos
separados das amostras de sangue periférigo srgundo protocolo 3 em
anexo I.

Cada ldmina foi rotulado cujos dizeres foraw: nGmero da amostra,
data de processamenté, ¢ o nome de monoclonil a ser usado {anti-
CD4(T4), anti-CDB8(T8) ou anti-CD11(T11)). As laminas foram deixadas
secar a temperatura ambiente (18-250C) por dias horas. Uma vez as
laminas sécas, foram fixadas em acetona-metan»] na proporcio de 1:1
durante 60 segundos [12]. Logo a seguir «plicaram-se sobre o
esfregaco de células 2 gotas (20u1l) do “nticorpo monoclonal
primdrio correspondente ao fenbtipp celular a identificar,
deixando incubar a.tehperatura ambiente e em :dmara humida durante
30 minutos. Aplicaram-se igualmente 2 gotau de 1linK (anticorpo
anti-rato), o Complexo APAAP e finalmente substrato, deixando
incubar por 30 minutos o$ dois primeiros rUJQEHtéS e 20 minutos

para o substrato, "em cimara humida. Entie as mudancas dos

diferentes reagenteg, as laminas foran lavadas 3 vezes

consecutivamente, em uma solugdo tampdo e TBS (tris buffer

solution), durante 5 minutos em cada lavagen

Todos o©s reagentes principais utilizados p:ocediam dum KIT que
inclui: anti~corpos monoclonais priméarios {T4, 78 e T11}, anti-corpo
monoclonal que serve de ponte (ver o principio da técnica},
complexo APAAP, substrato e o tampdo para o substrato [12). A
reaccgdo manifesta-se por um precipitado verme'ho, na superficie da
membrana. Para um melhor contraste, afim de facilitar a leitura ao
microscépio Optico na objectiva de 20x, foi aplicada sobre as
laminas a hematoxilina de Maver - durante % minutos. Seguida a

aplicacdo da hematoxilina, as laminas foram mnergulhadas 10 vezes




em agua amoniacal a 2%, depois lavadas em &gua corrente durante
alguns minutos. Preparag¢des definitivas, ea gelatina glicerinada
a 37°C, foram feitas pouco antesg da leitura ao microscépio. As
ldminas foram lidas no mesmo dia da sua preparag¢iao, embora a
leitura podesse ser adiada por muitos dias, por reconhecer que a
reacgdo se mantém optima, (quando as laminas forem guardadas numa
temperatura de 4°C), por periddos longos [#6]. Todos os reagentes
desta secgdo foram guardados na geleira sob 4°C, com exXcep¢do do
substrato que segundo recomendag¢des do fabricante foi guardado a -
20°C. Com o auxilio do microscébpio éptico, em cada lamina, foraﬁ
contados num total de pelo menos 500 célulu:, incluindo positivas
(aquelas que apresentam um precipitado vermelho ao longo da

membrana celular) e negativas {as quu ndo - apresentam a’

caracteristica referida).

7. Reproductibilidade

v

Foram seleccionadas ao acaso ? 1§mina5'corrwspondentes a cada sub-
populagdo (CD4(T4), CD8(T8) e CD11(T11)} <onforme o anti-corpo
monocleonal usado, completando 15 laminas no total e cada uma lida
repetitivamente 3 vezes. Cada leitura foi registada para o cdlculo
posterior da reproductibilidade.

8. Calculos

Todos os calculos ndo estatisticos, foram feitos no
Spreadsheet Lotus 123, de acordo com as {ormulas que abaixo se
apresentam, todas as concentra¢des aqui aplc:sentadas sio dadas em
no de células por mm'.




a) Concentracdo de leucdcitos no sangue total

1c x d

No. de leucéHheitos/mm' (NL) =
0.4

Com: lo- o murero de leucocitos contados na camara

d- a diluicdo do sangue na solugdo de turk
0.4=volume da cimara. 4rea=1 mm!, 4rea total=4mm!

profundidade=0.1mm; volume=4 x 0.1=0.4 mm'

b) Percentagem de polimorfonucleares

Percentagem de polimorfonucleares (PM}=

com: tl-nimero de leucdcitos de um dado tipo de leuctcitos.
sl-somatdrio de todos os tipos de leucteitos contado-:.

t

c) Concentracde abscluta dos diferentes tipo: de leucédcitos (CADL)
no sangue total. ' '

NL x PM

CADL =

d) Viabilidade de linfécitos (VL)

Nv
VL, =

Nv + Nm

com: Nv-nimero de linfocitos vivos
Nm-nimero de 1infocitos mortos




e) Percentagem de linfécitos T totaig {PLT!

T11
PLT = ——— _ x 100
te

com: Tll-valor numerico dos linfécitos T11 contados
te-total de células contadas

f) Concentracdo de linféci to-s T tota;‘s/mml ({CLTS)

CADL «x PLT

100

g) Percentagem das diferentes subpopulacdes de linfécitos T "T4 e
T8" (PSL).

Tp x- 100
PSL, =

Tp + Tn
com: Tp-nimero de um tipo de linfdcitos T tidos como positivos.

To-niero de linfécitos tides como negativos.

Concentracdo de diferentes subpopulacd:s de linfécitos T no
sanque total em mnt (CSLT).

CLTS x PSL
CSLT =

100

Razdo_entre - T4 e T8 (CD4/CD8).

T4
CD4/CD8 =
T8

com: T4-valor absoluto de linfécitos T4 (CSLT) .
T8-valor absoluto de linfécitos T8 {(CSLT).




A limitacdo principal deste Lrabalho estava relacionada com

a defini¢do de individuos "saudaveis", pois este conceito &

bastante controverso tendo diferentes interpretag¢des de regido para

regido. Por exemplo, em muitas sociedades africanas um individuo,
pode sofrer de malaria, malnutricdes nio aparentes e ser
considerado sdo, e em outras nio. Este probilema foi solucionado,
assumindo que um individuo saudivel & aquzle que ndo apresenta

sinais e nem sintomas aparentes de doenca.




ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos para cada uma das variaveis estudadas foram
analisados estatisticamente -para o calculo do intervalo de
confianca de 95% (Média + 2SD) e da possivel significacdo
estatistitica das diferencas observadas tendo em conta ao sexo e
a idade. Os dados incluidos nos calculos para a producdo dos
presentes resultados, foram todos aqueles qud se encontraram dentro
dentro do intervalo (Média + SD). Os dados que calhassem fora do
mesmo intervalo, foram imediatamente excluidos dos cllculos
consequentes. ' |

1

As variaveis objecto de estudo ‘e para as quais foram calculados os

valores médios e os intervalos de cénfianca a 95% foram:
- Linfocitos com marcadores CD4 '
- Linfocitos com marcadores CD8
- Linfocitos com marcadores CDI1
Razdo CD4/CD8
Leucocitos totais

Linfocilos totais

Para cada uma das variaveis acima discriminadas, avaliou-se se as
mesmas seguiam uma distribuic¢do normal que permitiria utilizar a
média e desvio padrdo como forma de calcular o8 limites dos
intervalos de réferéncia. Esta andlise foi fuita separadamente para
O sexo Masculino e o sexo Femenino, utilirzando um teste de Chi
guadrado para a;qualidade de ajuste a uma distribuicéo normalidade,
segundo o pacote de aplicacdes estatistica MICROSTAT.

As compara¢des dos valores obtidos para as diferentes populacdes
celulares estudadas bem como para a razdo D4/CD8 entre os dois
sexos foram realizadas utilizando o teste © de student aceitando




como significativa toda diferenca cujo valor de probabilidade p
fosse menor que 0.05, segundo o pacote de aplicac¢des estatistica
para microcomputador MICROSTAT.

O possivel efeito da idade sobre os valores obtidos nas diferentes
populagdes celulares avaliou-se mediante a anélise estratificada
dentro de cada sexo para os grupos etarios Jde 15-24 anos; de
25-35 anos e maiores de 35.anos: e compérando 038 resultados obtidos
em cada sexo dentro do mesmo grupo etario. Todas estas comparacoes
foram feitas utilizando o teste t de studenl segundo o pacote de
aplicacdes estatistica para'microcomputador.MICROSTAT, e aceitando
como significativa toda diferenca cujo p foise menor que 0.05.
Para além dos procedimentos anteriores que pormitiriam a estimacao
dos valores limites dos intervalos de ruferéncia com 95% de
confiaga, dos valores obtidos aésim como avaliar o efeito do sexo
e a idade sobre os mesmos; procedeu-se ao cédlculo da mediana e dos
desvios percentuais, sem observancia do sexq, para poder comparar
com resultados obtidos em outros estudos da mesma natureza. Neste
contexto, a mediana e os respectivos desvios percentuais

calculadas foram referentes as concentragdes e as percentagens das
variaveis estudadas.

Por 0ltimo para avaliar a reproductibilidade nas contagens dos
linfocitos CD4, CD8 e CD11, a partir dos 1zsultados obtidos nas
ldminas 1lidas "trés vezes e as cegas, cilculou-se a taxa de

reproductibilidade das contagem de cada uma :le estas subpopulacdes
de linfocit4rias,







RESULTADOS

Nos individuos estudados, épés a exclusdo dJdaqueles cujos valores
das concentrag¢dbes celulares encontraram-s¢ fora do intervalo de
confianga [Média + . 2SD], resuitou‘que dos 80 individuos estudados,
34 masculinos e 36 femininos foram considerados no célculo dos
valores de referé&ncia (ver os mapas em anexos II) e cujos valores
minimos e méximos dos diferentes grupos celulares que compdem a

populacdo de células brancag de sangue sdo apresentados segundo o

sexa, na tabela T.

Tabela |
Valores minimos e miximos de diferentes grupos o |
eucdcnos<h>sangue,3grupadossegundo<)sexa

SEX0O MASCULINO N=34

SEXCO FEMININO N=36

TIPO DE CELULAS

MINIMO MAXIMO

MINIMO

MAXIMO

NEUTROFILOS

262 8935

760

6601

BASOFILOS

0 1165

0

846

EUSINOFILOS

0 4446

769

MONOCITOS

0 882

4972

LINFOCITOS

7612

14684

N-n? de individups incluidos o calculo

No que respeita aos valores maximos e minimos observados para

as subpopulacdes de linfocitos segundo o li‘esenca dos marcadores

Ch4, CD8,

CDhtl e a

segundo o sexo na tabela II.

razdo CD4/CNDB estes

aparecen

discriminados




Tabela [l

Valores minimos e maximos de sub-popuiacdes de
linfécitos T e razao CP4/CH8

SEXQ MASCULINO N=34 $EXO FEMININO N=36

SUB-POPULAC. T MINIMO MAXTIMO MINIMO MAXTIMO

Cb11{(T11} 142 1829 541 2341

CD4 (T4) 112 ) 113 892

cns(ra) 64

Cha(T4) /CDB(T8) 1.1

1?2 de individuos inclwidos no estudo

A partir dos resultados obtidos nos individuos estudados,

estimaram-se os intervalos de confianca de 95% para os valores
de referencia dos diferentes grupos celul.res que compdem a
populagdo das células brancas do sangue e em particular das
subpopulac¢des de linfocitos com marcadores CD11 (subpopulacao
~de 1linfocitos T); (D4 (subpopulacio Jde linfocitogs T4
helper/inducer); ch8 (subpopulacio de linfocitos T8
supressor/cytotoxic}) e para a razdo CD4/CDR og quais resumem-
se na Ltabela iII. Foram. utilizados para esta estimacdo os
valores médios e os desvios-padrdo pois =a distribuicdoe dos
valores observados (Figuras 4,5,6,7,82: 9 em anos 1I1)
aproximavam-se a distribuicao normal segunilo o teste de Chi
quadrado para a qualidade de ajuste a uma diutribuicéé normal ,
feito em cada variavel estudada (para mas detalhes ver anexo
IT) .
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Fig. & Histograma referente aos valores de concentragido
de leucécitos totais.

B sexo masculino YW sexo feminino
Intervalo de valores

962/1262 A\
M\\\m

186272182

2162/2462

2462/2762

2762/3062 - m\\\\\
3062/3362 : W

S 1 1 1 1

i2 10 8°6 4 2 0 2

. trequencla de csaos
1

Histograma referemte aos valores de concentragdio -
de linfbcitos totais.




B zox0 masculino [N seso feminino

Intervalos de valores

100/400

400/700

70071000

1000/1300

1300/1600

1600/1900

190072200

' 2200/2600 n
JOPRUVENN SR I | i _ . 1 [} ] L i

12 10 8 6 4 2 0 2 4 6 8 10 12

freguancia de casos

Fig.7 Histoprama referente aos valores de concentragio
de linf6citos com marcador CDI1.
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dos linfécitos com marcador CD4.
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Os valores estimados para 95% de intervalo de confianca,

segundo o sexo mostaram diferencas gue submetidas ao teste de
significacdo estatistica do teste 't e Student apresentaram

0s resultados que aparecem resumidos na tabela IV,

Tabela IV

COMPARAC/;O DOS VALORES MEDIOS DAS DAS CON(IENTRAC&ES DAS DIFERENTES
SUB-POPULAGOES CELULARES ENTRE OS GRUPOS DOS INDIVIDUOS DO SEXO
MASCULINO E FEMININO.

SUB-POPUL.C. [MEDIA DOS |MEDIA DOS
MASCULINOS [FEMININOS

LEUC_TOT

4688

5956

3.1176

1.336E-03

LINF_TOT

1885

2679

1.5778

0.0242

Ch4

371

381

.2483

0.0494

CD8

187

229

. 9347

.4023

CD11

966

la1z2

. 3395

.0286

CD4/CD8 1.96 1.71 .0094 .0111

* p> 0.05 médias comparadas ndo diferem significativamente.
** P < 0.05 médias comparadas diferem significativamente.

Os resultados da comparag¢ido dos valores obtidosg para as
variaveis estudadas tendo em conta a idad: e o sexo para avaliar
a possivel influéncia da varidvel idade no: valores das variaveis
estudadas resumem-se nas tabelas de V até XV . Nas mesmas destaca-
se a ndo existéncia de diferehcas significativas dentro do sexo
masculino quando comparados os diferentes etarios {(Ml= masculino
idade

maior que 35 anos de idade), no entanto cliservaram-se diferencas

15-24 anos; M2= Masculino idade 25-34 anos: M3= Masculino

significativas dentro do sexo feminino, entre os valores

observados para os linfocitos totais




e subpopulacdes de linfdécitos com marcadores CD4, CD8 e CD11 dentre

os grupos de idade de 15-24 anos e 25-34 an«i, correspondendo a Fl1
e F2 respectivamente. |

COMPARA Cf{O DAS MEDIAS DAS DIFERENTES CLASSES D& IDADE
EM DIFERENTES POPULAGOES CE‘LULARL:'.'S.

HAIVIATGETAGTEERG nascuTiTio

TABELA V LEUCOCITOS TOTAIS

COMPARACOES MEDIA 1 MEDIA 2 t p

M1 COM M2 4683 4656 -0.369 0.4855 =*

M1 COM M3 4683 4740 0.0726 15 10.4715 *

M2 COM M3 4655 4740 -0.1552 26 0.4400 =

* 10.05 sem diferencas significativas entre as médias coupar «as.

TABELA VI LINFOCITOS CD4

COMPARACOES MEDIA 1 MEDIA 2 t

M1 COM M2 367 347 0.2033

M1 COM M3 390 347 0.3552 15

M2 COM M3 366 350 -0.3373 26

* p>0.05 sem diferencas significativas entre as médias conparadas




_TABELA VI VALORES DE LINFOCITOS CD8

COMPARACOES MEDIA 1 . MEDIA 2 t

M1 COoM M2 185 166 0.4878

M1 COM M3 201 166 | 0.7201 15

M2 COM M3 185 201 -0.4626 26

* p0.05 semn diferencas sfguificapivas entre as wédias canpa arlas

TABELA VIIT LINFOCITOS CDJI}

COMPARACOES MEDIA 1 MEDIA 2 t - D.F

M1 COM M2 945 958 - [-0.0661 21

M1 COM M3 1001 958 0.1535 15

M2 COM M3 945 1001 -0.3271 26

* p0.05 sem diferencas significatiavas entre as médias compardas

TABELA IX RAZAO CD4/CD8

COMPARACOES MEDIA 1 MEDIA 2 t D.F o)

M1 COM M2 2.008 1.936 0.2554 21 0.4004 =x

M1 CoM M3 1.898 ] 1.936 -0.1388 15 0.4457 #

M2 COM M3 2.008 1.898 0.547 26 .2945 =

* p> 0.05 sem diferencas significativas entre as médias conpallas




TABELA_ X LINFOCITOS TOTAIS

COMPARACOES MEDIA 1 MEDIA 2 t . p

M1 CoM M2 1933 1844 0.1281 0.4496 *

M1 COM M3 1832 1844 ~-0.0294 0.4885 =

M2 COM M3 1933 1832 . 0.1973 0.4226 *

* p0.05 sen diferencas significativas entre as médias comparislas

TABELA X1 LEUCOCITOS TO_TAIé

COMPARACOES MEDIA 1 MEDIA 2 t . p

F1 COM F2 5700 6258 " -0.369 - 0.1871 *

F1 COM F3 2700 4925 0.7530 0.2312 =

F2 CoM F3 6300 4925 0.8216 0.2110 *

% 0,05 sem diferencas significativas entre as médias comparadas

TABELA XII LINFOCITOS CD4

COMPARACOES MEDIA 1 MEDIA 2 . p

F1 COM F2 324 442 0.0167*%*

F1 COM F3 324 291 0.3754%*

F2 COM F3 442 291 1 0.1300+*

“x p0.05 gem diferencas significativas
** p¢0.05 diferencas significativas




TABELA XIII VALORES DE LINFOCITOS CD8

COMPARACOQES

MEDIA 1

MEDIA 2

p

F1 COM F2

195

264

0.0171*+#

F1 COM F3

195

182

0.4077+*

F2 COM F3

264

182

0.1565*

* p0.05 sem diferencas significativas
** p<0.05 existem diferencas significativas

TABELA XIV VALORES DE LINFOCITOS CD11

COMPARACOES

MEDIA 1

MEDIA 2

p

F1 COM F2

1061

1365

0.0190**

F1 COM F3

1061

1042

0.4695*

F2 COM F3

1365

1042

0.1962*

* p>0.05 sem diferencas significalivas
*% p¢0.05 existem diferencas significativas

TABELA XV VALORES DA RAZAO CD4/CD8

COMPARACOES

MEDIA 1

MEDIA 2

p

F1 COM F2

1.652

1.790

0.2067 =*

F1 COM F3

1.652

1.587

0.4010 #

F2 COM F3

1.790

1.587

0.3165 *

* p20.05 sem diferencas significativas
** 1n¢0.05 esistem diferencas significativas




TABELA XVI LINFOCITOS TOTAIS

COMPARACOES MEDIA 1 MEDIA 2 . p

Fi1 CoM F2 1855 3496 0.04009*x*

F1 COM F3 1855 1916 0.4365%

(1

F2 COM F3 3496 I916' | 0.2774%

* 20.05 sem diferencas signi{icétivas
** pc0.05 existem diferencas significativas

No que respeita a' comparagdo entre oS mesmos grupo:s
etarios, -tendo em conta o .sexo, os raesultados aparecem
discriminados nas tabelas de XVII até XXII. Nelas pode
apreciar-se a existéncia de diferencas significativas para as
variaveis: leucocitos totais, linfocitos com marcador CD8 e
linfocitos com marcador €D11 para o grupa de idade de 25-34
anos, onde os valores médios observados no sexo femenino foram
significativamente maiores que no sexo masculino. Tal diferenc¢a
déterminou a4 apresentacgao, dos resultados segundo o sexo dos
individuos, tomando em conta a possivel influéncia que este

teria nos valores de referéncia das varidveis em estudo.

TABELA XVII  VALORES DE LEUCOCITOS TOTAIS

COMPARACOES MEDIA 1 MEDIA 2 .F. PROB.

M1 COM F1 4683 5700 0.0902 «

M2 COM F2 4655 6300 8.791E-03 *+*

M3 COM F3- 4925 , 1525 0.4310 =

* p0.05 sem diferencas significativas
** pc0.05 existem diferencas significativas




TABELA XVIII VALORES DE LINFOCITOS CD4

COMPARACOES MEDIA 1 MEDIA 2 - .F. PROB.

M1 COM F1 347 324 ' 0.3933 *

M2 COM F2 366 442 0.0941 *

M3 COM F3 390 291 0.2771 *

* pr0.05 sem dilerengas significativas

TABELA XIX VALORES DF LINFOCITOS CDh8

COMPARACOES MEDIA 1 MEDIA 2 ; .F. PROB.

M1 COM F1 166 195 0.2091 *

M2 COM F2 185 264 : 9.221E-03**

M3 COM F3 201 182 0.4078 =

* p>0.05 sem diferencas significativas
** P€0.05 existem diferencas significativas

TABELA XX VALORES DE LINFOCITOS CDI11

COMPARACOES | MEDIA 1 MEDIA 2{ .F. PROB.

M1 COM F1 958 1061 . 0.2874 «

M2 COM F2 945 : 1365 3.433E-03#**%

M3 COM F3 1001 1042 - ' i 0.4622

* p20.05 sem diferencas significativas
** P¢0.05 existem diferencas significativas




TABELA XXI RAZAO ENTRE OS LINFOCITOS CD4 E CD8 (CD4,(:D8)

COMPARACOES | MEDIA 1 MEDIA 2 .F. PROB.

Ml COM F1 1.936 1.652 0.1068 =

M2 COM F2 2.008 1.790 - 0.1335 «x

M3 COM F3 1.898 1.587 11 0.1790 *

* p20.05 sem diferengas significativas

TABELA XXII VALORES DE LINFOCITOS TOTAIS

COMPARACOES MEDIA 1 MEDIA 2 T

M1 COM F1 1844 1855 06.0350

M2 COM F2 1933 3496 1.6371

M3 COM F3 1832 1916 -0.1489

% p»0.05 sem diferencas significativas

A reproductibilidade da contagem das subpopulacées de linf citos T tendo
em conta o metodo utilizado apresenta-se na tabe a XXIII.

TABELA X III Reproductibilidade

Linfécitos Linfdcitos " Linfécitos
CcD4 : CD8 Chl1l

REPRODUCTIBILIDADE 92.4% 95% - 98.3%




Dificuldadesencaradrig

Atendendo a importiAncia deste trabalho pqra a padronizag¢do da
técnica usada, achamos importante passarwos a descrever algumas
dificuldades encontradas durante a exe<ug¢daoc da mesma e as
respectivas solu¢des adoptadas. Foi frequente a contaminagao
por bacterias, das células, na cdmara de Neubauer e nos
esfregacos de linfécitos, durante a contagem de leucdHeitos
totais e secagem ao ar livre dos esfregagos, que de certo modo
56 tornava as leituras incofortiveisg, sem algum significado nos
nimeros de células obtidos [16]. Futa contaminacdo foi
reduzida, para o primeiro caso, fazendo passando por &alcool
etilico [26] caso, secando os esfragacos de linfdcitos
rapidamente na incubadora a 37°C. A falta de aderéncia das
células ao vidro (laminas microscoHpicas), foi um problema
iminente ao longo do trabalho, embora solugbes como o uso de
ldminas impregnadas com Poly-L-lisine [é6], podessem ser
adoptadas, mas que ndo foi foi possive. obté-las. Porém este
problema foi parcialmente resolvido, cont inando as células numa
pequena Aarea da lamina, cerca de 314 milimetros quadrados e
fixadas durante 90 segundos.

Os anti-corpos monoclonais pareceram pouco sensiveis, o que as
vezes levasse a incertezas sobre a positividade ou ndo de uma
célula para um dado monoclonal. Esta fruca sensibilidade, foi
constatada, mnos monoclonais anti-CD4 e anti-CD8§. A Dako
lLaboratories {companhia fornecedora) prevé este problema, razao
pela qual recomenda a repeticgdo da aplicacdo do "LINK" e do
"COMPLEXO APAAP", para aumentar a inten:sidade da reacgdo, uma
solugdo que para ndés ndo era viavel dade a limitacdo da
quantidade dos reagentes que possuiamos. Sendo assim, tentamos
resolver esta questio, expondo as célnlas ao substrato, por

mais dez minutos do tempo recomendado poelo fabricante.

Uma concentracio elevada.de células, n. suspensdo de partida

para preparac¢do do esfregago, dificultava grandemente a




orientag¢do dentro do campo micfoscépicq, isto & corria-se o
risco de contar algumas c¢élulas duas os wmais vezes, em outros
casos até saltar algumas células por falta de pontos de
referéncia. Este problema foi prontamente resclvido, colocando

uma espécie de rede dentro de uma das ocplares microscdpicas,

de modo qué esta fosse reflectida sobre o campo. Assim, podia

facilmente, encontrar-se pontos de referencia pois as células

encontravam-se localizadas dentro dos véarios quadradinhos.




1

' DISCUSSAO

Os valores de referencia estimados pari os leucocitos totais
nog individuos estudados n6 presente trabalho, entre 1754 e
7622 leucocitos / milimetro cubico jpertenecentes ao sexo
masculino e entre 2166 e 9746 leucocito:/ milimetro cubico nos
individuos do sexo feminino sdo inferiuvres aos que tem sido
bublicados pela OMS para Africa que s.i0 entre 4000 e 10000
leucocitos/milimetro cubico sem tomar em conta o sexo do
individuo estudado ({27]. A diferenca ¢é mais marcada nos
individuos do sexo masculino que no casc¢ dos individuos do sexo
femenino, mais ndo foli possivel yplicar um teste de
significa¢do estatistica por carecer de dados suficientes a
fonte de onde foram extraidos os valore: de referencia da OMS.
Da mesma maneira, os valores de refe.éncia obtidos para as
subpopulagdes de linfocitos T nos individuos estudados
resultaram também inferiores aos descritos por outros autores
para outras popula¢des africanas e europeias como pode ser
apreciado no sumario apresentado na tal.:la XXIV.
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0O estudo da distribuicdo de frequencia dasg concentracdes

das diferentes populacdes celulares'estududas, com vista a

saber se estas se aproximavam a distribuic¢do normal, mediante
o teste de (Chi gquadrado pard © ajuste do uma distribuiééo
normal, revelou gque a hipotese de que os valcres das populacgdes
estudadas com as médias e desvios-padrido considerados, estavam
normalmente distribuidos, ndo podia ser rejeitada. Isto
permitiu usar a média e o desbio-padréo péra a determinacdo
dos intervaloé de confianga de 95%, para os valores de
referéncia. No entanto, para permitir a compara¢do com oOs
valores de referé&ncia obtidos em estudos +vealizados noutras
populag¢des, estimaram-se também a partir dos resultados obtidos
no presente trabalho a mediana e o0s desvies percentuais (b n
95 percentilos) para os valores de referenciqa das concentragdes
e das percentagens, e que como aparece na tabela Tabela XXV

resultaram inferiores aos descritos para outros autores.
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Esta diferen¢a observada, confirma o exposto, referente a
existencia de variag¢bes geograficas pasra os valores de
referencia das diferentes populag¢des celulres que intervem na

resposta imune. Factores ambientais e diferencas das A4reas

geogréaficas, podem ser a ‘causa dessa varia¢ao. Porem, a

planificacdo deste trabalho nio incluiu o =studo das possiveis
factores que podessem éfectar os ditos valores,. pelo gue um
esclarecimento das causaé dos baixos valores de referencia
obtidos nos grupos estudado em Mocambique, em relacio .aos dos
outros paises requer um.estudo mais aprofundado.

Porém procedeu-se a analise_da possivel influéncia da idade
e do sexo sobre os valores obtidos para cad.a uma das populacgdes
celulares estudadas. Esta anélise demonstirou a existencia do
diferengas significativas entre os valores medios das difer-
entes popula¢des celulares estudadas entre o sexo masculino e-
0 sexo feminino, sendo sempre maisg elevada: neste Ultimo grupo.
0Os resultados deste trabalho, sugerem r-ue os dois grupo:;
segundo o© sexo, nggﬁlséo hbmogqniQ§, o que determinou a
apresentacdo separada dos valores obtidos segundo o sexo dos
individuos estudados. Em trabalhos da mezma natureza, outros
autores ndo tem constatado esta associacgadc pelo que os valores
de referencia estabelecidos para adultos miiores de 15 anos séo

validos para ambos os sexos [8,27].

O presente estudo mostrou-se, também limitado para explicar
as causas desta diferenca, pelo qie seria bastante
interessante, que futuras pesquisas, estudassem com
profundidade as possiveis causas da mesma. Tais trabalhos,
deveriam incluir para além dos factores -cima indicadas como
relacionadas com as variag¢des das concentragdes das populagdes
celulares, outros provaveis factores que p.-ssam estar na origem

das variacdes das concentracdes celulares.




0 possivel efeito que a idade, dentro dog grupos etlrios
estudados, quer dentro dum mesmo sexo, guUer em Sexos
diferentes, podesse ter sobre os valores de referencia, tambem
foi analizado. Desta analise s& encontraram-se diferencas
gsignificativas para os valores medios dos linfocitos T11
(CD11); linfocitos T4 (CD4); linfocitos 13 (CD8) e linfocitos
totais entre os grupos etlrios de 15-24 »nos e de 25-34 anos
do sexo femenino sendo ﬁaior os valores medios no 1ltimo grupo
de idade. Dentro dos individuos estudadcs do sexo masculino,
ndo se constataram diferencas estatisticanente significativas
em relag¢io * a idade. A observacado dest@s diferencas

significativas "no grupo -do .sexo femenino poderia ser

considerada como uma faldcia estatistica i2vido a distribuicéo

dos individuos estudados dentfo dos difereutes grupos de idade,
tende em conta o tamanho da amostra estudada. Por outro lado,
a inclusdo ao acaso dentro deste grupo de idades de individuos
com alguma caracteristica particular que pdao foi controlada e
provavel existéncia de algum factor nas wulheres desse grupo
de idade, que afecte o0s valores das populacdes linfocitarias
fazendo estes-mais elevados que nos outros grupos de idades
considerados, poder&o ser considerados cormo algumas das causas
das diferencgas, aqui estatisticamente coﬁétatadas. Porém, os
resultados deste trabalho ndo permitem adiantar conclusde:
sobre estes aspectous, mais eles deven ser tomados em conta, no
desenhc de futuros estudos neste campo.

Resultados da comparag¢ao dos trés grupos etdrios semelhantes
nos dols sexos, revelaram diferencas siunificativas segundo
teste t student, (p<0.05), somente nos gr+pos etdrios de 15-24
anos, para as concentragdes de leucdcitos totais, linfdcitos
com marcador CD4 e CD8. Esta diferenca, contribui de certo modo
para consisténcia da constatacdo anterior, de que os dois
grupos estudados (grupo do sexo masculino e do sexo feminino)},

nao podem ser considerados como homogénic:s.




Outro aspecto a destacar, é o facto de ilguns pesquisadores
de paises desgenvolvidos referirem que, a gquantificacio das
subpopulagdes de Linfécitos T utilizando o metodo de leitura
visual, ao microscopio optico, nao resulta preciso,
recomendando gque a quantificacdo seja f{eita, mediante uma
técnica gue requer equipamento bastante <aro, chamado "cell
gsorter ou facs-scan" [31]. Por causa da prevista inprecisio,
fez-se o controle da contagem microscoHpica das subpopulacgdes

de linfocitos T {atrravés do célpulo da taxa de

reproctibilidade), cujos os'resultados, ravelaram um alto grau

de reproductibilidade dos resultados obtidos, - todos eles
maiores qgue 90% e Qque gonsideramos estn relacionada com a
sensibilidade demostrada pelos anticorpos monoclonais primarios
utilizados. Assim, o anticorpo monoclonal primario que monstrou
uma menor sensibilidade, durante a execucdo da tecnica, cujo
o procedimento a respeito deste anticorpo, mereceu algumas
modificagdes, descritas nos resultados, foi o monoclonal ant-
CD4 correspondendo a reproductibilidade mais baixa de 92,4%
enquanto que © monoclonal especifico para CD11, apresentou a
maior reproducibilidade sendo de 98.3%. Por outro lado, as
modifica¢des introduzidas na técnica c¢om vista a torna-la
eficiente, foram satisfactorias permitindo a padronizacdo da
mesma nas condigdes do nosso pais com uma adequada razao
custo/eficacia.

Por udltimo achamos conveniente fazer algumas consideracdHes
sobre a importéncia que o8 resultadeos obtidos neste estudo
possam vir a tef sobre a aplicacdo clinica da quantificacdo das
subpopulac¢des de linfocitos T. Como foi descrito na secgio de
revisdo bibliografica, os valores da concantracio absoluta dos
linfocitos T4 e T8 tem importéncia na avaliacéb clinica de
individuos com doenc¢as que afectam ¢ sistema imune e em

particular com 0 Sindroma de Imunodeficien~ia Adquirida {(SIDA).




Comparande o©s valores obtidos em individues mocambicanos
considerados neste estudo, sem manifestagbes aparentes de
doenca, isto é considerados como "saudavei:s", com 0s publicados
por outros autores, para outros paises, torna-se necesslrio uma
avaliacgdo da validade dos valores limites indicados por estes
ultimos, nas condigdes reais-do nosso pzis. Por exemplo, no
caso da infecgdo pelo HIV o© valor lim:ite superior para a
concentragdo de 1linfocitos T4 a partir do qual se considera
que © individuo Jj& tem uma imunodeficiencia. & de 400

células/mm', no caso dos’ individuos d-: Europa e America

{31,32]. No nosso caso, seria preciso estudar individuos

infectados pelo HIV em diferentes esti:dios da infecgdo e
avaliar se apesar das difgrencas observada:s na concentrag¢ido dos
linfocitos T4 nos individuos saudaveis, rste valor limite tem
tambem validade entre os doentes mocambisanos infectados pelo
HIV. '

hevido as diferencas observadas em relacd3oc aos valores de
referéncia das concentragdes para as subpopulacdes celulares,
comparadas com os dos outros paises, torna-se necesaria uma
avaliacdo posterior. 0Os valores obtidos'da:razéo T4:T8, sio
comparaveis com os reportados por outres autores em outras
populag¢des. Apesar deste trabalho, nad.r incluir nos seus
objectivos, uma avaliagdo do signiiicado «c¢linfico das
concentracgdes das sub-populagdes de 1infbdcitos T, os resultados
do mesmo estudo, permitem considerar que a razdo T4:T8 possa
vir a ser utilizada como um indicador do estado das sub-

populacdes de linfécitos T, com fins de cdiagndstico clinico.




CONCLUSOES

0s resultados cbtidos no presente trabaliio permitiram chegar

as seguintes conclusobes:

Os valores para as concentragdes de leucocitos totais,
linfocitos totais e das subpopulag¢des de linfécitos T,

obtidos nos individuos mocambicanos adultos sem

manifestagbes aparentes de doenca e :jue possam servir de

referéncia, para avaliar os resultados obtidos em amostras
de individuos - doentes/ apresantaram diferencas
significativas segundo o sexo.

Para os individuos do séxo‘masculihw determinaram-se o
geguintes valores limites dos inteva'os de referéncia com
95% de nfivel de confianga, para a concentragio dos
leucocitos totais encontra-se entre 1754 e 7622
células/mm3; para os linfocitos totais entre 587 e 4357
células/mm3; para os linfocitos T4 4CD4) entre 19 e 761
células/mm3; para os linfdécitos T8 (7D8} entre 15 e 187
e para os linfocitos T (CD11) entre 68 e 1864 células/mm3.

Para og individuos de sexo femenine, determinaram-se os
seguintes valores limites dos intervialos de referéncia con
95% de nivel de confianga, para a concentracio dos
leucdcitos totais encontra-se entre 2166 e 9746; para os
linfécitos totais entre 2675 e 8029; para os linfécitos
T4 (CD4)} entre 55 e 707; para os linidcitos T8 (CD8) entre
39 e 419 e para 0s linbcitos Til (CD:1) entre 781 e 2074.




Os valores de referéncia obtidos pars a razio T4:T8 niao
diferiram significativamente nos dois sexos e foram
definidos o©s o0s valores 1limites .de intervalos de
referéncia com 95% de confianca, para o sexo masculino
entre 0.88 e 3.04 e para o sexo feminino entre 0.79 e
2.63.

Os valores de referencia obtidos para as concentracgdes das
diferentes popula¢des celulares si3o mais baixos que os
obtidos em outras populagdes europeias, amevicanas e
inclusivamente africanas enquanbo qu« 08 valores obtidos
para a razao T4:T78 sao comparéVeis corn 08 obtidos noutros
estudos. Por essa razao a utiliza do no. diagnostico
c¢linico das concentracoes das diierentes populacdes

celulares deve aguardar pela .avaliacdo das mesmas em

diferentes grupos de doentes.

A tecnica de quantificacéé;das subpopulagdes de linfocitos
T utilizando anticorpos monoclonais e metodos -
imunoenzimaticos atraves da microscopia éptica revelaram
um elevado indice de reproductibiliale quando realizada
por pessoal treinado e portanto util para a utilizacédo no
diagnostice clinico nas nossas conrlicdes actuais. No
entanto, a selec¢do do anticorpo monowlonal primario deve
ser cuidadosa pois as sua qualidade p:rece afectar o grau
de reproductibilidade da prova ao provocar uma deficiente

intensidade de marcacdo das células positivas.




RECOMENDACOES

Alargar a experiéncia acumulada dirigindo a atenc¢do para
0s grupos de 1idade e sexo que apresentam diferencas
significaticas nas contagens das populacdes e
subpopulacdes de linfocitos.

Re-analisar a luz dos resultados obtidos a consistencia

dos valores agora estimadosg para fins de referéncia.

Estudar em pacientes com doenca por HIV o8 valores de
concentragdo de linfdcitos T4(CD4) ass.ciados com predicio
da evolugdo para os estadios terminais da doeng¢a em

1

Mocambique.
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Anexos T

Protocolo No. 1

Leucograma

Material necessdrio

Pipetas graduadas com capacidade de 0.05 ml
Pipetas de 1 ml
Camara de Neubauer melhorada

Contador de méo

Procedimento

1.

Pipeta~se 0.95 ml de solucdo de dilui¢io (solugao de Turk,
reagente no. 1 em anexos I), para um pequeno tubo, ou
outro recepiente limpo.

Agita-se gentilmente o sangue heparinizado, e chupa-se

0.05 ml deste, para {m_tubo de ensaio limpo. N&o permitir

a entrada de bolhas de agua, pois isto falcificaria o
volume desejado.

limpa-se os bordos da pipeta, com gqualquer material
absorvente, e verifica-se sempre a permanencia do sangue
na marca de 0.05 da pipeta.

Lentamente, sOpra-se O sangue para « tubo gque contém o
diluente. Chupa-se umas tres vezes, a solugdo de Turk,
afim de aproveitar todo o sangue, deixa-se alguns minutos.
Limpa-se com étanol, a camara de Neuirauer.

Coloca-se a lamela sobre a camara de Neubauer

1




I
|
I
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[ .
Com uma pipeta, enche-se a clmara de Néubauer, dentro dos
limites indicados, ver a figura abaixb.:N.B.~ quando se
verificar um sobre enchimentd, recomenda-se reiniciar com
O precessc de enéhimento.

Déixa—se a clmara de - Neubauer repousar per uns 2 minutos
antes da contagem f

conta-se todas as células existentes nas Areas indicadas

no esquema abixo.

Protocolo Np.2
Contagenm diferenéial

Material '
1. Microscépio com objectivas de imersdo e ovulares de x5 ou
6. ) ' 'I

um esfregaco bem feito. f;

Laminas microscopicas ,‘
Corante de May—Grunwald {reagente N0.2):i‘
Corante de Giemsa‘(réagente No. 3} B
Agua tampon?da (reagente No.d)

Sangue podendo ser o heparinizado

!
|
i
1
1
|
]
I
I
|



PROCEDIMENTO
1. Prepara-se o esfregaco do mesmo modo ¢omo Se prepara para
diagnéstico de Plasmodium. Deixar secar no ar e fixar
seguidamente com metanol a 90%.
2. Preparam-se 0os corantes necessdrios sagundo as indicacgdes
abaixo:
*Coranté'de May-Grunwald
Dilui-se o corante j& preparado {ver a preparac¢do de
reagentes), em agua tamponada na propor¢ao de 1:1
istb é iguais volumes do corante = da agua tamponada.
<. _*Corante de Giemsa

Dilui-se o corante em agua tamponada na proporcao de

1:9 idisto 1 volume do corante pava 9 volumes da agua

tamponada.

N.B. Cada corante prepara-ge s para o uso diario.

Cobre-se a preparag¢ao com o corante de May-Grunwald

diluido durante 1% minutos.

Retira-se sem (lavar) o corante de May-Grunwald e
substitui-lo pelo corante de Giemsa nor 20 minutos.
Lava—se a lamina com uma corrente de dgua tamponada. Neste
passo ndo pode retirar o corante mecanicamente pois
ocorrerd a deposicdo de particulas :lo corante.

Lava-se com uma corrente suave da dgus da torneira durante
2 a 3 minutos.

Retira-se a agua da lamina e deixar secar no ar sobre a
rampa vertical de secagem se tiver.

Examina-se a prepara¢io ao microscopio usando a objectiva

de imersio.




Protocoleo No.3
ISOLAMENTO'DE LINFOCITOS
Material

Sangue heparinizado

RPMI 1640

Histopaque (metrizoato de sodio)

Ficoll

Tubos de centrifuga com 13 mm de diuametro
Centrifuga

PROCEDIMENTO

Dilui-se' o sangue heparinizado em REPMI 1640 na razdo de
5:3.

Pipeta-se 3 ml de Histopaque para um tubo de centrifuga.

coloca-se cuidadosamente & mistura RPMI e sangue
heparinizado por cima do Histopaque. Ndo se pode romper
0 interface entre as duas componetes. Nio se pode agitar.
Cetrifuga-se o tubo a a uma forca de 400 x g durante 30
minutos a 20'C.

As células mononucleares formam uma camada no topo do

— - !

fluido de separacao QXEE‘EHEEquema abaixo), enquanto os
—4*—..___‘_/

eritrécitos e outras células precipitam-se para o fundo

do tubo.

Assim com uma pipeta Pasteur, retira-se a camada de plasma

e depois o anel das ¢élulas mononucleares para um tubo

limpo.




Ressuspende-se © anel em 10 ml de RFPHMI 1640 e leva-se &
centrifuga, durante 10 minutos a 200 X g, temperatura
ambiente.

Retira-se o} RPMI sobrenadante e deita-se fora.
Seguidamente, ressuspende-se ¢ botic¢ de mononucleares em
5 ml de RPMI e centrifuga-se a 200 x g durante 10 minutos
a 20-25 graus centigrados.

Repete-se o passo 7.
Alteracao
Passos alterados:

Ndo se procede com a diluicédo em RPM[, deixa-se o sangue
somente com heparina.

Pipeta-se '3 ml de sangue heparicizado, e colocados
directamente sobre o Histopaque. Nu:a: A viscosidade do
sangue ¢ elevada nestas condi¢des prr isso exige-se mais

cuidado, na colocac¢do deste, sobre ¢ Histopaque.

Protocolo No.4
TESTE DE VIABILIDADR
Material

Suspenséio de células

Eosina 0.5 % (p/v) em 0.9 % de clor«to de sédio.
Camara de Neubauer melhorado

Microscopio

Etanol a 70 %

detergente qualquer em uso comum no laboratéorio

A




Procedimento

1. Limpa-se a c¢8mara de contagem sequencialmente com
detergente, &gua e etanol e secar ben.

coloca-se a lamela da cimara correctamente.

. ' Gt by
Junta-se 10 ul da suspensdo celular em 10 ul de Eosina 6%&

pequeno tubo. Misture gentilmente.

Introdpévse a amostra na camara de contagem observando o3
mesmos cuidados sublinhados no protocolo No.l.

Deixa-se as células se fixarem na cdamara por 1 minuto e
observa-se ao microscopio com objectiva de x20.

Conta-se o numero de linfocitos {morios e vivos) em 5
quadrados g¢randes (80 quadrados pequenos) usanao o
contador para dravar os numeros contados. Se o numero
Lotal de c¢élulas contadas for menor gne 100 conta-ge em
25 gquadrados grandes (400 quadrados pequenos). Ver o

desenho abaixo.

AT

7. A concentracdce original da suspensdo tomada= No. de

células em 5 quadradoé-grandes X 10' /ml.




Protocolo no. 5

PREPARACAO DOS ESFREGACOS

1.

Prepara-se 3 laminas para cada anmostra. Estas sao
previamente limpas segundo o protocolo no.7, desta secgdo.
Elas sio rotuladas para a data de processamento, numero
da amostra e tipo do monoclonal {ver o passo 4 do
protocolo no.6).

Com uma pipeta Pasteur, coloca-se uma gota a uma distancia
de um terco da lamina, e puxa-se o esfregago, como se
fosse de sangue total usado para o diasndstico da malaria.
Deixa-se secar numa superficie horizontal a temperatura

ambiente, durante 2 a 4 horas de tempo.

Modificacgao

3.

Secam-se as laminas, na incubadora durunte 2 horas a 37°C.

Protocolo No.6

CONTAGEM DE SUBPOPULAGCOES DE LINFOCITOS T

Procedimento:

1.

Prepara-se o fixador de esfregacos de linfécitos,
constituido por acetona-metanol absoiutos propor¢adac 1:1.
Fixam-se as laminas bem s&cas, durante 60 a 90 segundos.
Lavam-se as laminas numa solu¢do tampdo (TRIS, ver
preparac¢ido de reagentes), durante 5 wminutos.

Com papel absorvente, chupa-se o 'fguido excedente e

colocam-se sobre uma superficie plana ou suporte, todas




as laminas segundo a- - ordem dos monoclanais a serem

aplicados e segundo a ordem numerica das amostras, ver o

esquema abaixo.

Supondo que sdo 3 amostras por procussar.

Aplica-se o ﬁonoclonal correspondenie ao rdtulo, e deixa
incubar 30 minutos a temperatura ambiente.

Retira-se o monoclonal excedente pcr cima da lamina, por
uma corrente suave de tampao contido num esguincho.
Mergulham-se as laminas, numa jarra de coloracio cheia de
tampdo, o uso duma jarra vertical ¢ recomendavel, deixa-
se ficar 5 minutos.

Repete-se o passo 4,

Aplica~-se ¢ LINK {no KIT vem indicado como' amarelo,
garrafa no.2), deixa-se incubar 30 minutos a Lemperatura
ambiente. ' '
Idem aos passos 6 e 7.

Passo 4.

Aplica-se o complexo APAAP (garrafa no. 3, cor vermelha),
deixa-se incubar a temperatura ambiente, durante 30

minutos.




15.
16.

i7.

18.

1

Faltando 10 minutos do fim do tempo da ultima incubacdo,

prepara-se o substrato, dissolvend: um comprimido de

Naphtol phosphate em 2 ml de tampdc (contido no KIT}, num

tubo de ensaio contido no kit. Apds a dissolugdo do mesmo,
filtra-se usando, o funil e papel de filtro, fornecido no
kit. '
Passos 6 e 7.

Passo 4.

Aplica-gse o substrato e deixa-se 1incubar durante 20
minutos a temperatura ambiente,

Passos 6 e 7.

Coloracgdo de contraste

19.

20,

21.

22.

Aplica-se hematoxilina de Mayer deixa incubar 5 minutos
a temperatura ambiente.

Mergulham-se as laminas em Agua amoniacal por 45 a 60
segundog,

Montam-se as laminas em gelatina glicerina previamente
aquecida até 37°C.

Conta~-se no microscédpio d4ptico na objectiva de 20x.

Algumas modificagdes foram introduzidas nos passos seguintes:

As laminas sdo colocadas em pequenaz camaras de incubacido,
gue s54a0 pequenas caixas plasticas, com o fim de evitar a
que © monoclonal seque por evaporac¢do. Para preparam-se
trés caixinhas com tampas, cada umi representando um tipo.

de monoclonal;




*%* *TODOS OS ‘PASSOS QUE ENVOLVAM INCUBAGQONLS, ESTAS FORAM FEITAS
NA INCUBADORA 37°C, NO MESMO INTERVALO DLE TEMPO.

Protocolo No. 7
LAVAGEM DE LAMINAS MICROSCOPICAS

Este tipo de lavagem €& recomendada para para eliminar fungos’

implantados nas laminas.

Laminas suspeitas de conter fungos, sdco mergulhadas numa

solucdo suifocrbmica, (protocelo No. )}, durante 24 horas.

Lavam-se as ldminas, em Agua corrente.

Mergulham-se as ldminas em dgua com gabdo liquido, durantn
48 horas para o desengorduramenlo.

lavam-se as laminas em dgua correnta.

Ag liminas podem ser sécas por um pino limpo, embrulhadas
e guardadas ou simplesmente guardadas em alcool absoluto

até ao momento de utilizacao.




Reagente No. 1
Solucdo de TURK

Acido acético glacial.....

Agua destilada

Solucdo de azul de metileno

Prepara-se a solu¢do de azul de metilenc, dissolvendo se 0.3
gr. de cristais de azul de metileno om 100 mwl de agua
destilada. Filtra-se a solucdo de azul de metilenc. Mistura-se

a solugdo de azul de metileno, ao 4cido aético glacial.

Reagente No. 2
Corante de May-Grunwald

Corante de May-Grunwald em pb...

Metanol

Passar uma garrafa limpa com 4gua destilada. Colocar o pd do
corante de May-Grunwald, no frasco e Junte-lhe o metanol.
Misture, até dissolver o corante. O covante ¢ melhorado e
amadurecido, por guardd-lo durante 1-2 semanas, misturando em
intervalos regulares. Durante a preparacio ou armaZenagem do
corante, deve-se ter o cuidado de ndo deixar entrar humidade

no frasco.




Reagente No. 3

Corante de Giemsa

P6 do corante de Giemsa

Metanol

Glicerol

Juntam-se todos os elémentog num frasco limpo, previamente

passada a Aalcool. Agita-se o frasco, 3 a 4 vezes por dia

durante 4 dias consecutivos. Filtrar antes de usar.

Reagente No. 4

Agua tamponada

Fosfato hidrogeno di-sodio
Fosfato di-hidrogeno de potassio
Agua destilada

Misturam-se todos os reagentes num unico frasco, em qualquer

ordem, e ajusta-se o pH, entre 7.0-7.2.

Reagente No. 5
Soluc¢dao tampéo salina {(TBS) "Tris Buffer Solution™
a)8olucao stock de TRIS (0.5 M, pH 7.6)

Dissolve-se 60.55 g de Trisma base em 1 litro de agua

destilada. Ajusta-se o pH para 7.6 com HCl concentrado.




b)Solucio stock de sal NaCl (1.5 M)

Dissolve-se 87.66 g de NaCl em 1 liiro de agua destilada.

¢)Solucdo final de TBS (0.05 M Tris, ©.15 M NaCl, pH 7.6)

Misturam-se 100 ml de cada solucgdo das alineas a e b, e
ajusta-se o volume para 1 litro com agua destilada.

Reagente No. 6

Glicerina Gelatina (meio de montagem)

Dissolve~se a gelatina na agua destilada quente; deixa-se
arrefecer; acrescenta-se fenol, misturanddo bem até a dissolugdo

completa; acrescenta-se a glicerina; filtra-se.







MAPAS DB VALORES::DE: CONCENTRACAQ (N2 “DE': CEL 1 LAS /MM’ ) DOS:
DIFERENTES GRUPOS CELULARES DE 34 INDIVIDUQS DO SEXO:
MASCULINO:

IDADE CONC_LEU LIN_TOT CON_CD1I1 CONC_CD4 CONC_CD8 Cp4/CD8
19.00 4400.00 1049.10 546.26 239.70 106.00 .26
40.00 5000.00 1547.30 548.44 144.80 90.03 .61
20.00 7350.00 1586.00 721.13 142.80 125.50 .14
26.00 7700.00 1566.00 1063.80 376.30 149.80 .51
35.00 7650.00 3257.10 1773.90 264.90 130.40 .03
31.00 4650.00 2311.30 611.07 .80 74.92 . 84
30.00 2950.00 695.79 - 361.58 .90  76.82 .74
22.00 2500.00 790.50 477.27. .30 92.83 .53
34.00 6000.00 1625:20  1020.70 .90 238.50 .79
30.00 3200.00 . 2272.20 577.99 .30 99.14 213
30.00 5250.00 1906.50 1101.40 .70 245.70 .84
34.00 6750.00 7612.90 1410.60 .60 - 2B1.50 .97
34.00 5700.00 1812.60 954.82 .80 216.60 .90
54.00 6250.00 1096.80 1458.50 .80 300.40 <36
40.00 3500.00 2096.50 576.90. .30 ¢ 190.40 .57
32.00 4100.00 2786.40 ° 703.68 .60 205,30 .48
39.00 2550.00 ° 1752.40 529.47 .40 117.50 .81
26.00 4800.00 920.63 1107.60 .60 215.00 .40
36.00 4100.00 1719.80 1067..30 .40 226.50 .45
33.00 2800.00 902.34 539.53 .80 156.00 .38
35.00 3450.00 2209.50 755. 34 .80 64.83 .48
35.00 4900.00 804.59 142.20 .40 202.20 .51
29.00 - 4750.00 708.00 1230.00 .90 219.00 .15
29.00 4850.00 1303.70 1282.40 .20 265.60 .08
34.00 4750.00 1576.90 1596.20 .20 359.40 .78
25.00 5500.00 1213.20 665.03 .10 134.30 .05
18.00 2900.00 3486.50 682.80 .60 119.70 YN
19.00 6050.00 1954.30 1552.80 .80 268.30 .14
20.00 4900.00 2202.50 1771.50 .80 285.40 .78
39.00 4900.00 890.80 1829.80 .50 406.30 L1
42.00 5250.00 2374.70 1331.00 .10 252.20 .74
51.00 4600.00 2414.70 1004.60 .20 232.10 .56
30.00 2300.00 2373.00 544.53 .80 102.60 -41
32.00 3100.00 1288.00 1309.90 .90 110.40 .11
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-MHPAE%E&VALORES&DE%CONGENTRACAOWYNQ@DEECELUL43Wﬁ¢7DQSE
DIFERENTESGRUPOS  CELULARES DE"36 “TNDIVIDV)S::DQ - SEXQ "
EEMINING: - :

IDADE CONC_LEU LIN_TOT CON_CD11 CONC_CD4 CONC_CDS8 CD4/CD8
22.00 5100.00 1983.30 1222.00 393.00 256.20 .53
17.00 7650.00 2431.00 1352.80 371.60 154.60 .40
20.00 7650.00 1829.30 978.43 286.40 169.90 .69
25.00 7600.00 2895.20 1712.10 604.40 326.70 .84
34.00 3700.00 1135.00 814.40 303.40 117.60 .57
29.00 4800.00 11631.00 760.07 ~63.50 182.30 .44
27.00 5600.00 2100.00 1118.10 444.10 202.80 .19
20.00 4300.00 1051.00 654.58 177.90 130.30 .37
33.00 8000.00 2733.00 1536.50 565.70 389.20 .45
32.00 5300.00 2153.10 1250.00 $38.50 211.90 .54
17.00 8250.00 2750.00 1364.00 162.80  224.80 .06
17.00 6300.00 1999.00 - 1369.20 412.60 240.40 .72
32.00 5550.00 2324.60 1176.90 606.20 256.50 .36
28.00 10150.00 3500.00 1467.90 -183.20 241.90 .00
31.00 6050.00 . 2587.40 1762.30 “61.70 351.20 .60
17.00 4350.00 1479.80 664.69 150.20 99.88 .50
19.00 5500.00 1849.10 = 919.09 =52.30 - 251.90 .00
18.00 4200.00 1848.00 1071.80 121.50 184.80 .74
39.00 4500.00 2419.00 1464.00 121.80 262.10 .61
39.00 5350.00 1414.80 621.80 '61.60 103.20 .57
27.00 6850.00 2354.60° 1260.30 261.30 230.00 .13
26.00 6150.00° 2203.70 1342.90 393.10 268.00 .47
19.00 6600.00 2260.00 -1178.10 226.70 230.90 .42
19.00 3650.00 1142.90 791.72 ~33.30 146.20 .60
21.00 4500.00 1666.00 541.19 113.70 89.07 .28
32.00 2750.00 1004.80 703.34 261.30 97.20 .69
34.00 10350.00 14684.70 2341.10 £92.60 370.50 .41
31.00 3750.00 1687.50 977.46 388.30 205.90 .89
15.00 5250.00 2064.30 1558.40 :22.10 370.40 .68
17.00 6000.00 2508.10 1274.50 265.50 163.60 .62
27.00 3350.00 1479.50 951.10 ~12.10 ~ 154.90 .37
29.00 5500.00 2101.00 1202.20 257.70 347.10 .74
33.00 9400.00 3247.20 2327.20 411.20 288.60 .53
32.00 8550.00 3109.00 1868.50 521.90 512.50 .01
18.00 6950.00 1537.60 . 989.23 461.70 204.50 .26
23.00 4950.00 1289.40 1057.10 337.80 212.90 .59
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RESULTADOS DO TESTE CHI-QUADRADO PARA O AJUSTE DE UMA DISTRIBUIGAQ

NORMAL, APLICADO SOBRE OS_VALORES DA CONCENTRAGAO DOS LEUCOCITOS
TOTAIS.

VARIABLE NAME: CONC_LEU

GRGPO DO SEXO MASCULINO

ARITHMETIC MEAN 4688.2352941174

SAMPLE STD. DEv. = 1467.8400346087
SAMPLE VARIANMCE 2154554 .3672014
COEFFICIENT OF VARIATION 31.30900852115%1%

POPULATION STD. DEv. 1446,0930540055
POPULATION VARIANHCE = <091185.1211073
COEFFICIENT OF VARIATION = 30.845145599685%

MEHTMUM = 2300
MAXTHMUH = 7700

MORMAL OISTRIBUTIOH GOODNESS OF FIT TEST:

THE WYPOTHESTS THAT “THE POPLLATION [5 HOPMAL 0F MEAH AGBE.7352941174 AND
STD. DEv. 1467.8400346092 CAMNOT BE REJECIED &1 iHE 25% CONFIDENCE LEVEL

CHI SQUARE = 6.000. D.F. =6, P = .3067
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RESULTADOS DO TESTE CHI-QUADRADO PARA O AJUSTE DE UMA prsTReauIgio
NORMAL, APLICADO SOBRE DA CONCENTRAGAO DOS LINFOCITOS T,

I

. VARIABLE NAME: CON_CDI1T° H = 34

GRUPO DO SEXO MASCULINO

ARTTHMETIC MEAN = 966.00117647061

SAMPLE STD. DEV. = 449.28501166594
SAMPLE VARIANCE = 201857.02170766
COEFFICIENT OF VARIATION = 46.509778932925%

POPULATION STD. DEV. 442.62856943601
POPULATION VARIANCE = 195920.05048097
COEFFICIENT OF VARIATION 45.820707077522%

MINEMUHN 142.2
MAX IMUM 1829:.8

HORMAL DISTRIBUTION GOODMESS OF FIT TEST:

THE HYPOTHESIS THAT THE POPULATION IS NORMAL OF MEAN 966.00117647061 AND
STD. OEV. 449.28501166594 CANNOT BE REJECTED AT FH[ 954 CONFIDENCE LEVEL

CHI SOUARE = 12.588, 0.F. = 5. P = ,23a7




hESULTADOS DO TESTE CHI-QUADRADO PARA O AJUSYE DE UMA DISTIIZUIGAO
NORMAL, APLICADO SOBRE 0OS VALORES DA CONCENTRAGCAO DOS LINFOCITOS
COM ﬁARCADOR Cha,

VARTABLE NAME: CONC_CDA4

GRUPG DO SEXQ MASCULINO

ARITHMETIC MEAN 371.06176470588

SAMPLE STD. DEV. 195.41585341648
SAMPLE VARIANCE 3B187.35576649)
COEFFICIENT OF VARIATION 52.663969183506%

POPULATION STD. DEV. = 197.52064368255
POPULATION VARIANCE = 37064.198743947
COEFFICIENT OF VARIATION = 5]1.883719098668%

HINIMUM 112.3
MAX [MUM 842.8

NORMAL DISTRIBUTIQGN GOODMESS OF FIT TEST:

THE HYPOTHESES THAT THE POPULATION 15 NORMAL OF MERt 371.06176470588 AND
STD. OEV. 195.41585341648 CANMOT BE REJECTED AT THi 95% CONFIDEMCE LEVEL

CHL SOUARE = 4.588, D.f.'= 5. P = 4682




RESULTADOS DO TESTE CHI-QUADRADO PARA O AJUSTE DE UNA DISTRIBUIGAO
NORMAL, APLICADO SOBRE OS VALORES DE CONCENTRAGCAO DE LINFOCITOS
COM MARCADOR CD8. - .

VARIABLE NAME: CONC_CD8 N o= 34

GRUPO -D0 SEXO MASCULINO

ARITHHETIC MEAN = 187.09323529412
SAMPLE STO. DEV. = B6.324946628583 -
'SAMPLE VARIANCE = 7451,9964104276
COEFFICIENT OF VARIATION = 46.14006834233%
POPULATION STD. DEV. = 85.045987826676
POPULATION VARIANCE = 7232.820045415
COEFFICIENT OF VARIATION = 45,456473983669%
’ MINIMUM = 64.83
MAX[HUM = 406.3
NORMAL DISTRIBUTION GOODNESS OF FIT TEST:

THE HYPOTHESTS THAT THE POPULATION IS HORMAL OF MEAN 187.09323529412 AND
STO. DEV. 86.324946628583 cANNOT BE REJECTED AT THE 95% COMFIDENCE LEVEL

CHI SQUARE = 12.118, D.F. = 5, P =2334




TESTE CHLI-QUADRADO PARA O AJUSTE DE UMA D:'[STRlBUIQﬁO NORMAL

APLICADO SOBRE A RAZAO DA CONCENTRACAC I'E LINFOCITOS
COM MARCADOR CD4 e CD8. '

VARIABLE NAME: CD4/CD8

GRUPO DO SEXO MASCULINO

ARITHUETIC MEAN = 1.9601470588235

SAMPLE STD. Dtv. .54005600901192
SAMPLE VARIANCE = .29166049286988
COEFFICIENT OF VARIATIOHN ¢7.551810758118%

POPULATION STD. DEV. .53205473692055
POPULATION VARFANCE .28308224307959
COEFFICIENT OF VARIATIOHN 27.143513257257%

FENTHUN 1.
MAXTIHMUM 3.

3
1
NORMAL DISTRIBUTION GOCDHESS OF FIT TEST:

THE HYPOTHESTS THAT THE POPULATION 1S HORMAL OF TIfAG 1.2601470588235 AHD
STD. DEY. .54005600801197 CAHMNQL BE REJECTED A1 (HE 95% COHFIDENCE LEVEL

CHI SQUARE = 6.471. D.F. =&, £ = .2631




RESULTADO DO TESTE CHI-QUADRADO PARA O AJUSTE DK UMA DISTRIBUIGAO
NORMAL APLICADO SOBRE OS VALORES DA CONCENTRUAO DE LEUCOCITOS
TOTAIS: '

VARIABLE NAME: CONC_LEV

GRUPO DO SEX0 FEMININD

ARITHMETIC MEAN 5956.9444444447

SAMPLE STD. DEV. = 1895.9412580479
SAMPLE VARIANCE = 3594593.253948
COEFFICIENT OF VARIATION = 31.827412119245%

POPYLATION S5TD. DEV. 1869.4232911136
POPULATION VARIANCE 3494743.4413578
COEFFICIENT OF VARIATIQN 31.332251564508%

MIHIMUM €750
MAXTMUM 10350
© NORHMAL DISTRIBUTIUN 'GOODNESS OF"FlTlFEST:

THE HYPOTHESES THAT THE POPULATION 135 NORMAL OF MEAN 5955 9444444447 AHD
STD. DEV. 1895.9412580479 CANNOT BE GEJECTEQ AT THE 95% CONFIDEHCE LEVEL

CHI SOUARE 1.332, 0.F, = 5. P = 03¢




RESULTADOS DO TESTE CHI-QUADRADO PARA O AJUSTE DE UMA LIGCqidligAo
NORMAL, APLICADO SOBRE O0S VALORES DA CONCENTRA¢KO DOS LTmPouiras

TOTAIS.

VARIABLE NAME: LIN_TOT

GRUPO DO SEX0 FEMININO

ARITHMETIC HMEAN 2679.275%

* SAMPLE S5TD. DEV. 2675.8018444011
SAMPLE VARIANCE 7159915.5105003
COEFFICIENT OF VARIATION 99.8703695739%

POPULATION STD. DEV. 2638.37619920/
POPULATION VARIANCE 6961028.9685419
COEFFICIENT OF VARTATIOH 98.473512394472%

t
I8 UM 1004 .8
MAX[HUN =.14684.7

NORHAL DiSTRIBUTION GOODNESS OF FIT TEST:

THE HYPOTHESIS THAT THE POPULATION |S HORMAL OF NEAN 2673.275 AND
STD. DEV. 2675.8018444011 CANNOT BE REJECTED AT THF 95% CONFIDENCE LEVEL

CHI SOUARE 64.000. D.F. = &, P = 4.486




RESULTADOS DO TESTE CHI-QUADRADO PARA O AJUSTE DE UMA DISTRIBUIGAQ
NORMAL, APLICADO SOBRE 0S VALORES DE CONCENTACAO DE LINFOCITOS T.

VARIABLE NAME: CON_CO11

GRUPO DO SEXO FEMINING

ARITHMETIC MEAN 1212.3611111111
SAMPLE STD. DEV. =,431.72676976319
SAMPLE VARIANCE 186388.00373015
COEFFICIENT OF VARIATIOM 35.510410611697%
POPULATION STD. DEV. 425.58833573648
POPULATION VARIANCE 181210.55918¢1
COEFFICIENT OF VARIATION 35.11233838189%
WINIMIEM = 541,19
MAX TMUH 2341.1
HORMAL DISTRIBUTION GOODNESS OF FLT FEST:

THE HYPOTHESLS THAT THE POPULATION 15 NORMAL CF MEAN 1212.3611111111 AND
STR. DEV. 431.72676976319 CANHOT BE REJECTED AT 1#% 95% COMFIDENCE LEVEL

CHI SQUARE = 2.22¢. G.F. =5, P=_.8176
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RESULTADOS DO TESTE CHI—dDADRADO PARA O AJUSTE DE UHMA
DISTRIBUIGAO NORMAL, APLICADO SOBRE 0S5 VALORES DE
CONCENTRAGAO DE LINFOGCITOS 'COM MARCDOR CD4.

VARIABLE NAME: CONC _CD4

GRuLO DO SEXO FEMININO

ARITHMETIC MEAN 381.74166666567

SAMPLE STD. DEVY. 163.768306623615
SAMPLE VARIANCE 26824.892785714
COEFFICIENT OF VARIATIOHN 42.904162824637%

POPULATION STD. DEV. 161.492231162C29
PCPULATION VARIANCE £h079.756875
COEFFICIENT OF VARIATION 42,304075049607%

MINTMUM 113.7
MAX LM 8%z .5

NORMAL OISTRIBUTION GOOCHESS OF FIT FEST:

THE HYPOTHESIS THAT THE PNOPULATION 15 NORMAap QfF MU 3R1,741566566557 AND
S0, DEV. 163.78306623615 CANHOY BL BEJECTEL AT 1ie 9%5 CUONEEDENCE LEVIY

CHI SOUARE = 4.882. D.F. = 5, p o= 47295




RESULTADOS DO TESTE CHI-QUADRADO PARA O AJ:.S3TE DE UHA DIGTRENUIGARO
NORMAL APLICADO SOBRE 0OS VALORES DE CONCENIRAGAO DE LIHFOCITOS
COM MARCADOR CDS8.

VARIABLE NAME: CONC_CODS8

SRUPO DO SEXO FEMININO

ARITHMETIC MEAN 229.17916666567
SAMPLE STO. Dev, ©5.130634043779
SAMPLE VARIANCE 9049,8375335714
COEFFICIENT OF YARIATION 41.509285258089%
POPULATION STOD. DEV. 93.800070136642
POPULATION YARTANCE = 8798.453157638°
COEFFICIENT OF VARIATIOM 40.9287072210439%
MINIW = B3,07
MAX THURM 2.9
NORMAL DISTRIBUTION GOGDNHESS OF FIT TEST:

THE HYPOTHESIS THAT THE FOPULATION 15 NORMAL OF MEAH 229.170915666557 AND
STD. DEV. 95.1306340437792 CANNQT BE REJECTED AT THE 95% CONFIDENCE LEVEL

CH1 SOUARE = 6.2¢2. D.F. =5, P = 2857




RESULTADOS DO TESTE CHI-QUADRADO PARA O AJUSTE DE UMA DISTRIBUIGAO
NORMAL, APLICADO SOBRE A RAZAO ENTRE AS CONCENTRACOES DOS LINFOCI-
TOS COM'MARCADORES CD4 E CDB8.

VARIABLE NAME: €D4/CODB

GRUPO DO SEXO FEMININO

ARITHMETIC MEAN = 1.7175
SAMPLE STD. DEV. = .46948108131668
SAMPLE VARIANCE = .220412485714.8
COEFFICIENT OF VARIATION = 27.335143016983%
POPULATION STD. DEV. = ,452914588554.3
POPULATION VARIANCE = .2142899145666%16
COEFFICIENT OF VARIATION = 26.952814455152%
MINEMUM = . 7d4c
MAXTHUN = 2,683
NORMAL DISTRIBUTION GOODHESS UF il TEST:

THE HYPOTHESIES THAT THE POPULATIOI 1S NORMAL CF- MiA# 1.7175 AND
STD. NEV. .46948108131668 CAHNOT BE REJECTE(Q AT uf G5% CONFIODENCE LEVEL

CHE SQUARE = §.778. D.F, =5,
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