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Resumo: A radioterapia para o cancer da mama como para os de outros 6rgéos induz uma
linfopenia significante. Em estudos anteriores de outros autores, ha uma grande controvérsia
sobre as propor¢des de diminuicio das populagoes T e B. Quantificando os linfécitos T por rose-
tas E e os linféeitos B por imunofluorescéncia direta, observamos diminuicio semelhante das
duas populacées. Pacientes com ou sem cirurgia prévia responderam do mesmo modo  radiote-
rapia. Pacientes com linfopenia (<1500 mm3) prévia a radioterapia sofrem reduciio significativa-
mente menor de ambas as populagdes. Seis a oito semanas ap6s a radioterapia j4 hd recupera-

¢do significante dos nimeros de linfécitos T somente nas pacientes com mais de 60 anos.

Introducio

A radioterapia pode afetar a resisténcia do hospedei-
ro ao tumor, pela diminui¢do do ntiimero de linfécitos e
se a capacidade do hospedeiro para destruir células tu-
morais residuais, apés cirurgia, é mediada pelos linféci-
tos a diminui¢do do nimero destes pode determinar
uma imunodepressio, favorecendo assim o aparecimen-
to de metdstasest.9.

Se por um lado os autores sdo uninimes em atribuir &

radioterapia mesmo em pequena drea812,16 efeitos im-

portantes sobre o nimero de linfécitos totais, o efeito
da radiac¢do sobre as populacdes T e B é controvertido
devido a diferentes técnicas de contagem das popula-
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cdes e mesmo a diferentes formas de andlise dos dados.

A irradiacdo levaria a4 diminuicio semelhante das
duas popula¢des2,8,11,12,17. McCredie e col.8 encontra-
ram diminuicio somente dos linfécitos B. Stjernsward e

col.16 ¢ Rotstein e col.13 observaram linfopenia as cus-
tas de células T e aumento no nimero de células B e

Blomgren e cols. (1974) descrevem diminui¢éo de célu-
las T e manutencio do nimero de células B.

Em vista das contradigoes da literatura exposta aci-
ma, nos propusemos determinar as alteragdes nas pro-
porgdes relativas das populagoes de linfécitos T e B em
pacientes com cdncer de mama, antes e apds serem sub-
metidos 4 radioterapia e observar diferencas entre gru-
pos com e sem linfopenia prévia, cirurgia anterior ou
nio e vdrias idades.

Material e métodos

Foram incluidos neste trabalho 28 pacientes com car-
cinoma ductal da mama, 7 no estddio II e 21 no estddio
III, sendo que 15 delas haviam sido submetidas a cirur-
gia ablativa da mama (mastectomia radical: Pathey ou
Halsted) e encaminhadas para radioterapia pés-
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operatéria, e 13 foram submetidas & radioterapia pré-
operatéria ou radioterapia exclusiva. Em todas foi utili-
zado 0 mesmo esquema radioterdpico com os campos
convencionais e dose de 5000 rads por campo. Nenhuma
paciente havia sido submetida & quimioterapia anterior
ou feito uso de medicacdo imunossupressora.

Foram feitas contagens das populacdes de linfécitos
no sangue periférico antes da radioterapia, (A)de 1a 7
dias apés o fim da radioterapia, (B) e de 6 a 8 semanas
ap6s o término do tratamento (C). As duas primeiras
gmostras foram colhidas nas 28 pacientes e a 3% em 14

estas.

Sangue venoso (12-20 ml) heparinizado era mantido
na seringa usada na coleta para decantacio das hem4-
cias por duas horas. Células de interface, ressuspensas
em 4ml de PBS eram passadas rapidamente em coluna
de nylon frouxa, e o eluente depositado sobre uma colu-
na de Fycoll-Hypaque e centrifugado a 300g por 30 mi-
nutos. Células da interface Fycoll-PBS eram lavadas
trés vezes em HBSS com tampdo Hepes (Sigma chemical)
20 mm. A concentra¢io das células era ajustada para
4.106/m] e a viabilidade testada por EOSINA Y, sendo
sempre maior que 90%.

Os eritr6citos de carneiro eram colhidos quinzenal-
mente, sempre do mesmo animal e conservados em so-
lucdo de Alsewer (pH 6,1). Em cada experimento os eri-
trécitos eram lavados 3 vezes em solugdo salina e res-
suspensos em HBBS na concentracéo de 2 x 108/ml. A
mistura da suspensio de linfécitos (0,2 ml) com suspen-

" sdo de eritrécitos (0,2 ml) era incubado por 15 min. a
87°C, centrifugada a 130 g por minuto e incubada a 4°C
por 18 horas. Para leitura o sedimento era ressuspenso
suavemente e uma gota da suspensio era colocada en-
tre lamina e laminula para leitura em microscépio de
contraste de fase com aumento de 400 vezes. Eram con-
tados pelo menos 300 linf6citos, considerando-se como
formadores de rosetas, o que tivesse pelo menos trés
eritrécitos aderidos.

AN

Para contagem dos linfécitos B, duas gotas da sus-
pensdo de linfécitos eram colocadas em um quadrado de
1,5 x 1,5 cm em lamina. As células sedimentadas em 5
minutos eram fixadas em metanol (Carlo Erba) a -20°C
por 5 minutos e lavadas em PBS (0,15 M; pH 7,2) por 3
vezes. Distribufa-se sobre o esfregaco 0,5 ml de soro de
coelho anti y globulina humana conjugado com isotio-
cianato de fluoresceina (BBL), diluido a 1: 50 em PBS,
contendo 0,01% de Azul de Evans (Merck).

As laminas eram postas em cidmara timida por 30 mi-
nutos em temperatura ambiente, lavados 3 vezes em
PBS, secas e montadas com glicerina tamponada de pH
8,6 e examinadas em microscépio alternadamente com
luz de lampada de halogénio para contagem do total de
linfécitos (pelo menos 300) e com luz ultravioleta para
contagem das células que apresentavam fluorescéncia
na membrana. O resultado era expresso em porcenta-
gem de linf6citos fluorescentes em rela¢io ao nimero
total de linf6citos dos campos observados.

Para anilise dos resultados, calculamos a diferenca
percentual de redu¢io (ou aumento) dos valores absolu-
tos e relativos dos leucécitos, linfécitos, linfécitos T e B
para cada paciente. Foram obtidas entdo duas séries de
diferenciais para cada parametro estudado: a primeira
comparando-se os valores ao término da radioterapia
(B) em relacdo aos valores iniciais (A) e a segunda
comparando-se os valores daqueles parametros obtidos
nos ensaios efetuados de 6 a 8 semanas apds o término
da radioterapia (C) em relagéio aos obtidos previamente
a radioterapia. A férmula utilizada para o cilculo de di-
ferencial foi:

A = 100 - (B ou C x 100/A), onde:

A - percentual de reducio (ou aumento) de A em rela-
cdo a B ou A em relacdo a C.

A = niimero absoluto ou relativo de leucdécitos, linféci-
tos totais, linfécitos T e B antes da radioterapia,
considerando como 100% para cada paciente.

B = nimero absoluto ou relativo dos mesmos parame-
tros ao término da série de radioterapia.

C = muimero absoluto ou relativo dos parametros de 6 a
8 semanas ap6s o término da radioterapia.

Para cada série foi calculada a média (X) e o erro pa-
driao da média (SE). Estes resultados foram submetidos
a andlise pelo teste T de Student.

Resultados
Grupo Completo das Pacientes

Sao apresentados os resultados obtidos no grupo de
28 pacientes, antes da radioterapia (A), ap6s a radiote-
rapia (B) e 14 pacientes das quais foi feita a avalia¢do 6 a
8 semanas ap6s o término do tratamento radioterdpico
(C). Na tabela 1 temos as médias e desvios padrio do ni-
mero de leucéeitos, porcentagens e nimeros absolutos
de linfécitos T e B. Na tabela 2 apresentamos as médias
e o erro padrédo das médias (SE) de gradientes de redu-
cdo do nimero absoluto de linfécitos totais e linfécitos T
e B. Comparando-se o ntimero absoluto das células an-
tes da radioterapia (A) com os resultados obtidos ao tér-
mino desta (B) vemos que o niimero de linfécitos totais
sofreu uma reducio de 63,7% (SE 3,3) enquanto os lin-
fécitos T sofreram reducao de 69,9% (SE 2,9) e os linf6-
citos B, de 65,3% (SE 5,4). Comparando-se o nimero
absoluto dos linfécitos totais T e B antes da radioterapia
(A) com os obtidos 6 a 8 semanas apés o término (C). Ve-
mos que persiste reducédo de 36,0% (SE 4,9); 39,3% (SE
7,2) e 58,4% (SE 6,7), respectivamente. Os mesmos re-
sultados sio apresentados na Fig. 1.
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como média + desvio padrio (SE)

Tabela 1. 1

Nuamero de Leucécitos por mm3, porcentagem e niimero absoluto de linfécitos,
porcentagem e numero absoluto de linfécitos T e B. Os resultados sdo apresentados

Nimero absoluto de
Linfécitos
Linféeitos T %

Numero absoluto de
Linfécitos T
Linfé6citos B

Numero absoluto de
Linfécitos B

1669.6 (£523.2)

67.8 (£ 8.7)
1122 (£394.8)
6 (X 5.7)

223.7 (£104.9)

558.7 (£198.2)

53.6 (£ 9.4) 57.9 (£ 18.2)
298 (£115.5) 575 (£286.

B(£5.1) 2 (x 3,5)
65.9 (£37.7) 88.1 (£32.1)

A B C
Leucécitos 5246.4 (£1360.0)  3879.6 (£1103.6)  4424.4 (£1535.4)
Linfécitos % 31.8 (% 6.3) 14.9 (£ 4.8) 19.8 (£ 6.2)

909.4 (£380.6)

9)

A = antes da radioterapia (n=28); B = ao fim da radioterapia (n =
ap6s o fim da radioterapia.

28); C = 6 a 8 semanas

Porcentagem de reducio (X) do total de

linf6citos e dos 1

infocitos T e B

Linféeitos Totais
Linféeitos T
Linféeitos B

A/Bn = 28
X % (SE)
63.7 (3.3)
69.9 (2.9)
65.3 (5.4)

A/Cn =14
X% (SE)
36.0 (4.9
39.3 (7.2)
58.4 (6.7)

A/B = Resultados obtidos ao fim da radioerapia em relacéo aos

encontrados antes da radioterapia.

A/C = Resultados obtidos 6 a 8 semanas apés o fim da radioterapia
em relacdo aos encontrados antes da radioterapia.
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Fig. 1 - Andlise dos gradientes de
reducdo dos valores absolutos de
linfécitos totais, linfécitos T e B.
A/B = antes da radioterapia em re-
lacdo ao término; A/C = antes da

radioterapia em relagio aos valores

A/B AIC A/B A/C A/B AIC
Linfécitos Linfécitos Linfécitos
Totais T B

de 6-8 semanas ap6s o término; (1=
médias; I = erro padrido das mé-
dias.

Linfopenia Prévia a Radioterapia

Da amostra estudada, 15 pacientes apresentavam lin-
fopenia prévia a radioterapia e 13 ndo apresentavam.
Usou-se como critério niimero maior ou menor que
1.500 linfécitos por mm3 calculados com dados obtidos
do hemograma. Os resultados estdo na Tabela 3, onde
se apresenta as médias dos gradientes de reducao, ba-
seadas nos niimeros absolutos, de linfécitos totais T e B.
Na Fig. 2 compara-se os valores dos gradientes de redu-
¢io das pacientes com e sem linfopenia, para cada para-
metro estudado.

Idade

Dentro do grupo de 28 pacientes, 11 tinham 60 anos ou
mais e 17 ndo haviam atingido esta idade. A influéncia
da idade na perda e recuperacéio dos linfécitos com a ra-
dioterapia, pode ser observada na fig. 3, comparando-se
os valores dos nimeros absolutos de linfécitos totais,
linfécitos T e B nas pacientes com menos de 60 anos e
nas pacientes com 60 anos ou mais.

Tabela 3

Porcentagem de reducio (X) do total de linfécitos e dos linfocitos T e B
em pacientes com e sem linfopenia antes da radioterapia, os dados sdo apresentados
com média X desvio padrao (SE).

Com linfopenia

Sem linfopenia

A/Bn=15 A/Cn=11 A/Bn=13 A/Cn=3

X% (SE) X% (SE) X% (SE) X % (SE)
Total de Linfécitos 55.0(3.8)*  30.6(6.5) 73.0(3.8)*  41.3(6.9)
Linfécitos T 58.7(3.9*  88.1(9.2)  80.0(3.0)*  49.0(12.0)
Linf6citos B 57.0(10.3)  58.0(7.9)  65.4(9.7)  62.3(8.3)

radioterapia.

contrados antes da radioterapia.

A/B = Resultados obtidos ao fim da radioterapia em relagéo aos encontrados antes da
A/C = Resultados obtidos 6 a 8 semanas ap6s o fim da radioterapia em rela¢do aos en-

* - Diferenca significante ao nivel de 0,5% quando total de linféeitos e linfécitos T
sdo comparados em pacientes com e sem linfopenia (A/B x A/B).
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Fig. 2- Andlise dos gradientes de reducéo dos valores ab-
solutos de linfécitos totais, linfécitos T e B em pacientes
com e sem linfopenia. A/B = antes da radioterapia em
relacdo ao término; A/C = antes da radioterapia emrela-

A/C A/B A/C
T Linfécitos B

¢80 aos valores de 6-8 semanas ap6s o término; O = m¢
dias; I = erro padrio das médias; [J = com linfopenia,;
sem linfopenia; * = diferenca significante a nivel d
0,5%.

Cirurgia Anterior

Na Fig. 4 sdo apresentadas as médias dos gradientes
de reducio e os erros padrio referente ao nimero abso-
luto de linfécitos totais, T e B, agrupando-se as pacien-
tes conforme tivessem ou néo cirurgia antes da radiote-
rapia.

Discussio

Vdrios trabalhos demonstram um decréscimo de até
30% no nimero de linfécitos persistentes até 5 anos
apds o término da radioterapia4.9,12 e que seria devido 2
destruigéo de linfécitos circulantes que atravessam os
campos de radiacdo no interior de vasos sangiiineos e
linféticos e que seria proporcional ao fluxo de sangue
nas dreas irradiadas12,

Séo contraditérios os estudos a respeito da radiossen-
sibilidade dos linfécitos T e B, principalmente em decor-
réncia dos métodos empregadosl. Straton e col.17 rela-
taram uma perda de 85% de células formadoras de rose-
tas E e também uma alteracio da proporcdo T/B de 3,2
para 1,9 e concluem que os linfécitos T sdo mais radios-
sensiveis que os B. Raben e col.12 referem também uma
diminui¢do da porcentagem de rosetas E. Outros auto-
res porém nido encontraram diferencas sugnificativas
quando compararam porcentagens de células formado-
ras de roseta E e EAC antes e apés o tratamentol15,

No presente trabalho, a populagdo total de linfécitos
em ntmero absoluto é reduzida pela radioterapia em
66,5% a de linfécitos T de 73,4% e a linfécitos B de

s

70,5%. Logo, as populagoes de linféeitos T e B sdo igual
mente afetadas pela radioterapia. As divergéncias d
resultados na literatura devem-se a diferentes técnica
utilizadas para separagido e contagem das populacdes d
linfécitos, como também pela andlise empregada n:
apresentacdo dos resultados. Os linfécitos T que ex
pressam na membrana uma baixa conecentracio de re
ceptores para eritrécitos de carneiro, podem néio for
mar rosiceas se as condicées nio forem ideais como a:
empregadas neste estudo, que permitam a contagem d
méximo de células T7,18,

A controvérsia existente na literatura com relaci
aos linfécitos B deve-se ao fato de que os autores incluf
ram nesta popula¢io todas as células capazes de formal
rosdceas com eritrécitos de carneiro na presenca de an
ticorpo e complemento (EAC), sendo incluidas todas a
células com receptores para a fracdo Csb do comple
mento ativado, que nio é especifico para células B2
portanto sdo contadas como B, as células ndo T e ndo
(null cells) e monécitos. A técnica de imunofluorescén
cia direta que utilizamos para demonstrar imunoglobu
lina na superficie de linfécitos é especifica para célula:
B, visto que somente estas células apresentam esta:
moléculas na sua superficie.

Quanto & andlise das variacées quantitativas das duas
populagbes de linfécitos, alguns autores a fazem basea
dos nos percentuais!2,16 e nio nos nimeros absolutos
como outros11,15. Em nossos resultados observamos que
os valores relativos nio expressam com fidelidade as al
teragbes quantitativas, podendo nio ocorrer variagoes
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Fig. 3- Anilise dos gradientes de reducio dos valores ab-
solutos de linfécitos totais, linfécitos T e B em pacientes
com menos de 60 anos e pacientes com 60 anos ou mais.
A/B = antes da radioterapia em relacio ao término; A/C

A/C*

A/B

T Linfécitos B
= antes da radioterapia em relacdo aos valores de 6-8 se-
manas apos o término; O = médias. I = erro padrio das
médias; @ = com linfopenia; O = sem linfopenia; * = di-
ferenca significante a nivel de 0,5%.

A/C*

quando as populacdes de linfécitos T ou B, consideradas
em mimero absoluto, encontram-se de fato deprimidas.

Linfopenia Prévia a Radioterapia
Verificamos que as pacientes com linfopenia prévia &

radioterapia sofrem deplegio significativamente menor
dos linf6citos totais (gradiente de reducdo de 55%)

- quando comparadas com as que ndo apresentavam lin-

- fopenia (gradiente de reducio de 73%), o mesmo ocor-
- rendo com os linf6citos T, cujo gradiente de reducéo séo

respectivamente de 58,7% (3,9) e 80% (3,0), ndo haven-
do porém diferencas significativas quanto aos linfécitos
B. Isto parece sugerir que as pacientes com linfopenia
anterior 3 radioterapia ja haviam selecionado popula-
c¢des de linfécitos T mais radioresistentes.

Idade das Pacientes

Quanto i idade, nio foram encontradas diferencas
entre os dois grupos quanto & depressdo do niimero de
linf6citos totais T e B (Fig. 3), imediatamente apés o
término da radioterapia.

Cirurgia Prévia a Radioterapia

A cirurgia para remocéio da mama afetada pelo tumor
ndo produz efeitos quanto aos niveis de linfécitos totais,
T e B15. No presente trabalho ndo encontramos diferen-
¢as nos nimeros relativos, absolutos e no gradiente de
reducdo da populacéo de linfécitos quando comparamos
pacientes jd submetidas a cirurgia anterior 4 radiotera-
pia com as nio operadas (Fig. 4).

Acta Oncol. Bras.

Recuperacao do Nimero de Linfécitos

Virios autores relatam que a linfopenia consequiente
a radioterapia para tumor da mama é maxima logo apés
o término destal0,15,19 havendo uma recuperacéo mais
ou menos lenta das populacoes depletadas relatando-se
uma linfopenia persistente de 3 a 5 anos811,

Quanto as populacdes de linfécitos T e B hd relatos de
uma queda acentuada de ambas com recuperacio lenta
do niimero, sem no entanto voltarem aos valores ini-
ciais trés anos apés o término da radioterapia em
pacientes com céncer de mama irradiadas. Outros
autoresl9 referem uma volta aos valores pré-
radioterapia em 48 semanas para os linfécitos B, e 81
semanas para os T ou mesmo uma eleva¢io concomitan-
te dos niveis de linfécitos T e B perceptivel jd na segun-
da semana apés o término do tratamentol?,

No presente trabalho encontramos recuperacio par-
cial do nimero de linfécitos totais e de linfécitos T entre
0 término da radioterapia (B) e de 6 a 8 semanas apés o
término (C), enquanto que ndo houve recuperacio signi-
ficativa na quantidade de células B. Em relacio 4 idade
das pacientes, observamos que esta pode estar implica-
da com a recuperacio das populacdes de linfécitos T e
B (Tabela 3). As pacientes com menos de 60 anos apre-
sentaram comportamento divergente quando compara-
das as do grupo das com 60 anos ou mais. Houve recupe-
racdo do nimero de linfécitos T nas pacientes com mais
de 60 anos e recuperacdo do mimero de linfécitos B
(mas ndo dos T) nas pacientes com menos de 60 anos.

Nio houve diferenca na fase tardia pés-radioterapia
quando se comparou pacientes operadas com as nio
operadas e pacientes com ou sem linfopenia prévia.
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Fig. 4- Andlisedos gradientes de reducéo dos valores ab-
solutos delinfécitos totais, linfécitos T e B em pacientes
com e sem cirurgia anterior a radioterapia; A/B = antes
da radioterapia em relacéo ao término; A/C = antes da

AIC A/B A/C
T Linféeitos B

radioterapia em relacio aos valores de 6-8 semanas ap6s
o término; O = médias; O erro padrio das médias; 01 =
operada; ) ndo operada,* = diferenca significante a ni-
vel de 0,5%.

Summary

Radiotherapy for breast cancer, like radiotherapy for
cancer in other organs, induces significant lymphope-
nia. Previous reports by other investigators have produ-
ced widely controversial data with respect to the pro-
portion of decrease in T and B lymphocyte populations.
By quantifying T lymphocytes in terms of E rosettes
and B lymphocyts by direct immunofluorescence, we ob-
served a similar decrease of both population in a sample
of 28 patients submitted to radiotherapy for ductal

breast carcinoma. Patients with or without previous
mastectomy responded similarly to radiotherapy. Pa-
tients with lymphopenia (<1500/mms3) existing before
radiotherapy showed a significantly lower reduction of
both populations. Among patients aged more than 60
years, a significant recovery occurred in T lymphocyte
numbers sux to eitht weeks after radiotherapy and a sig-
nificant recovery of B lymphocyte numbers occurred in
patients aged less than 60.
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