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RESUMO

Estudaram-se as popula¢des linfocitirias em bacos de 5 doentes com doenca de
Hodgkin e num individuo normal. Nos bacos patolégicos observou-se um aumento
do namero de células #x/l e uma diminui¢do da resposta a0 mitogénio Concanavalina
A, com manutencio da resposta a fitohemaglutinina. Por separacio das células em
gradientes de densidade isolou-se uma populagio celular incapaz de responder & Con-
canavalina A.

INTRODUCAO

Os doentes com D. de Hodgkin apresentam alteracdes da fungio imunolégica
que incluem incapacidade de rejeicio de enxertos cutineos, (Kelly et al 1960) anergia
a testes cutineos inz vitro (Aisenberg 1962) e alteracbes da resposta in vitro dos linfocitos
do sangue periférico a mitogénios T (Levy e Kaplan 1974). Estas alteracoes da funcio
linfocitdria tém sido atribuidos a uma anomalia intrinseca dos linfocitos T (de Sousa
et al 1977, Dicke et al 1969, Dutton 1975) ou a alteragbes da circulagio linfocitdria
com sequestro de linfocitos imunocomponentes nos 6rgios envolvidos pela doenga (de
Sousa et al 1977). Para esclarecer o mecanismo etiopatogénico da altera¢do imunolégica
na D. de Hodgkin é portanto necessirio o estudo da fungio T nos 6rgios linfoides destes
doentes. '

No presente trabalho foram estudadas as populagbes linfocitdrias de bago de 5
doentes com D. de Hodgkin' tipo Celuxlaridade Mista. Observou-se em todos os casos
um aumento do namero de células sem marcadores de superficie T ou B (null cells),
uma diminui¢io acentuada da resposta & Concanavalina A, e manutengio da resposta a
Fitohemaglutinina. Por separagio das células de bago em gradientes de densidade, iso-
lou-se nas frac¢des densas uma populagio celular incapaz de responder 2 Concanava-
lina A. A contribui¢io destes resultados para o esclarecimento do mecanismo etiopato-
génico da doenca de Hodgkin ¢é discutida.

MATERIAIS E METODOS
Material bioldgico

Os bagos humanos foram obtidos de 5 doentes, nos quais tinha sido feito o diag-
néstico de Doenga de Hodgkin tipo Celularidade Mista, segundo a modificagio de Rye
da classificagio de Lukes e Butler (Lukes et al 1966) e que foram esplenectomizados
para staging. Nenhum destes doentes tinha sido submetido a terapéutica prévia. No
tnico doente no qual se observou envolvimento do bago pelo tumor, as suspensdes celu-
lares foram preparadas da porgio do bago macroscopicamente nio envolvida.
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O bago humano usado como testemunho foi obtido de um individuo normal esple-
nectomizado por fractura de bago resultante dum acidente de viagdo.

Em qualquer dos casos, os estudos feitos foram executados nas primeiras 4 horas
apbs a remogio do orgdo, que foi mantido a 4°C em meio estéril, até & preparagio das
suspensdes celulares.

Suspensies celulares e marcadores de superficie

As suspensdes celulares foram preparadas por dissociagio mecénica do érgio com
duas agulhas em Minimum Essential Medium (MEM — GIBCO, USA). Os detritos
celulares foram removidos por decantagio e as suspensoes lavadas duas vezes em MEM,
antes de qualquer manipulagdo ulterior.

A separagio de células com diferentes densidades fez-se em gradientes descon-
tinuos de albumina (BSA-Bovine Serum Albumin Fraction V Sigma Chemical Co. ST
Louis, Ms) segundo o método de Dicke et al (1969) como previamente descrevemos
(Rocha et al 1979). Foram usadas solugdes de BSA com diferentes densidades (31 %,
29 %, 27 %, 25 %, 23 %, 21 %, 19 %, € 17 9% peso volume) preparadas a partir
duma solugio mie com o pH 5.2 e a osmolaridade de 330 mOsms por diluicdo em tam-
pio fosfato com 300m Osms pH 7.2, de modo a obter as necessdrias variacOes de
osmolaridade no gradiente. Apés centrifugagio as células das diferentes interfases foram
recolhidas com uma pipeta de Pasteur, e lavadas em grandes volumes de MEM.

O namero de linfocitos T presentes nas suspensdes celulares foi determinado pela
sua capacidade de formarem rosetas espontineas com glébulos vermelhos de carneiro
segundo o método de Jondal et al (1972). Foram considerados linfocitos B as células
nas quais se detectou imunoglobulina de superficie por imunofluorescéncia directa usando
um soro de coelho anti Ig humano conjugado com fluoresceina (Meloy, Behring).

Culturas celulares

As suspensOes celulares, 4 concentragio final de 2,5 X 105 cel./ml foram culti-
vadas em triplicado em placas de microcultura (0,2 ml/orificio) em RPMI 1640
(GIBCO, USA) com suplementos de 10 9% de um poo/ de soro AB, glutamina
(4 X 10-* M, GIBCO, USA) Penicilina e Estreptomicina (100 U.I. GIBCO, USA)
e tampio HEPES (2 X 10-% M, GIBCO, USA). Os mitogénios, diluidos em 20 ml de
RPMI foram juntos no inicio do periodo de incubagio, que foi de 96 h a 37°C numa
atmosfera himida com 5 9% de CO,.

Para determinar a sintese de DNA, juntou-se & cultura durante as Gltimas 24
horas 0,1 p, Ci/cultura de * C — timidina. Apés o periodo de incubagdo, as células
foram recolhidas em filtros de fibra de vidro por intermédio de um Multisample cell
harvester (Titertek, UK) e a quantidade de timidina Radioactiva incorporada determi-
nou-se num contador de Radiages B (Tricarb, Packard, USA). Os resultados obtidos
sio exprimidos em CPM/cultura.

RESULTADOS
Caracterizacio da composicao celular das suspensoes celulares do bago.
Como se observa no Quadro 1, a percentagem de células T em bagos de doentes

com Doenca de Hodgkin, nio envolvidos pelo processo tumoral, encontra-se nos limites
da normalidade, com diminui¢io constante da percentagem de células B. Observa-se
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também em todos 0s casos um aumento do nimero de células sem marcadores T ou B i.e
das células null.

No doente n.® 3 cujo bago estd envolvido pelo processo tumoral, as suspensdes
celulares sio exclusivamente constituidas por células T (Quadro 1).

A separagdo de esplenocitos em gradientes de densidade nio permite a separagio
das células T das células B (Quadro 2). No entanto hi um enriquecimento de células T
nas fracgbes 21/23 e 23/25, ao passo que as células B sdo mais abundantes nas fracgdes
mais leves e mais densas (Quadro 2).

Quadro 1

Percentagem de células T ¢ B em bacos de doentes com doenca de Hodgkin

Doente n.” Sexo/Idade Diagndstico (a) Envolvimento do bago (+/-) % E % lg+

1 M 6 D.H.CM. (=) 26 3
2 M 11 D.H.CM. (—) 56 37
3 M 35 D.HCM. (+) =5 25
4 M 42 D.H.CM. (—) 32 18
5 M 37 D.H.CM. (—) 27 24
6 M 18 T.AB. — 34 48

(a) D.HCM. — Doenca de Hodgkin tipo celularidade mista. T.AB. traumatismo abdo-
minal. A percentagem de células T foi determinada pelo nimero de células capazes de formarem
rosetas espontineas com globulos vermelhos de carneiro e o nimero de células B como as células
possuindo Ig de membrana (Ver Materiais e Métodos).

Quadro 2

Caracteriza¢do da composi¢io das fraccoes celulares com diferentes densidades do baco de doentes
com doenca de Hodgkin

Fraccio celular %T % B

1 2 3 4 s 1 2 3 4 s
17/19 — 10 31 17 10 — |27 12 18 27
19/21 — 18 30 15 7 — |7 4 3 a4
21/23 — |56 59 49 29 — 18 7 11 18
23/25 — I S8 68 53 28 — 19 1 157
25/27 — 21 21 32 19 — |4 1 4 20
27/29 — 18 17 11 — |8 s 4 25

As suspensbes celulares de bago foram fraccionadas em gradientes descontinuos de albumina
segundo o método de Dicke (6). A percentagem de células T foi determinada pelo método das
rosetas espontineas com glébulos vermelhos de carneiro e o nimero de células B por imunofluores-
céncia de membrana.



Quadro 3

Resposia méxima & Fitohemaglutinina e Concanavalina A ¢ Razdo PHA/Con A de células de baca
de doentes com Doenca de Hodgkin

Fracgio Doente 1 Doente 2 Doente 3 Doente 4 Doente 5 Testemu-
celular PHA ConA a) PHA ConA a) PHA ConA a) PHA ConA a) PHA ConA a) nho a)
Nio frac-
cionadas 15 10 1.5 21 11 1.8 17 8 2.2 13 11 1.2 12 5 2.2 0.92
17/19 3 2 1.7 2 1 2 5 3 2.1 14 10 1.6 7 6 1.2
19/21 5 3 1.7 12 7 1.6 12 7 1.6 15 12 1.3 8 5 1.7
21/23 16 18 0.86 17 7 2.2 17 12 1.4 19 14 1.4 14 9 1.6
23/25 22 12 1.9 18 2 11 20 5 3.9 16 11 1.5 17 5 3.4
25/27 15 9 1.6 —_ — 10 0.2 346 11 0.8 i.? 12 1 11.1
27/29 15 8 1.8 7 0,5 14 3 0.2 1(;2_ 9 0.5 16 10 0.3 255

As células de baco foram separadas em gradientes de densidade e as diferentes fraccSes cultivadas com vérias doses de PHA e Con A
(Ver Materiais ¢ Métodos). A resposta aos mitogénios estd exprimida em CPM X 10-8. a) Razio entre a resposta mdxima 2 PHA e a resposta
mixima 4 Con A.
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Resposta a mitogénios

As células de bago de doentes com Doenca de Hodgkin respondem mais intensa-
mente 2 PHA do que 4 Con A (Quadro 3)

Isto € o oposto do observado no bago humano normal (Quadro 3) que respondem
mais intensamente a Con A. O aumento da razio PHA/CONA faz-se principalmente
a4 custa duma diminuigio acentuada da resposta 2 Concanavalina A.

A resposta mixima & PHA e Con A encontra-se geralmente nas fracgbes 21/23
e 23/25 (Fig. 1, Fig. 2) nas quais existem maiores nameros de células T (Quadro 2).
No entanto queremos sublinhar nio hi correlagio directa entre a percentagem de células
T e a intensidade da resposta a estes 2 mitogénios (Quadro 3). Por outro lado, as
células de diferentes densidades diferem também na resposta relativa 2 Con A e a2 PHA,
exprimida pela razio PHA/Con A.

Podem assim considerar-se duas populagbes celulares distintas. As células que sedi-
mentam nas fracgGes mais leves do que 25 9% BSA, respondem de um modo semelhante
a PHA e a Con A e apresentam indices PHA/Con A geralmente inferiores aos das
células ndo fraccionadas. As células com densidade superior a 25 9% BSA, respondem
bem 2 PHA e mal & Con A, apresentando indices PHA/Con A muito elevados

(Quadro 3).
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Fig. 1 — Resposta @ PHA das fraccées celulares com diferentes densidades de bago

de doentes com doenca de Hodgkin. Nas ordenadas estiao representadas diferentes

doses de fitohemagintinina, ¢ nas abcissas a incorporacao de 14C timidina exprimida
em CPM/culiura



556 BENEDITA ROCHA ET AL

. — . -—— 19 /2
o—o0 21/23

. o.
w / o—e 23725
—N 0—ao 25/27
. "—® 27/29
./\ l/'
—_—

-
os 1 B @ o5 1 P &M

PHA (pl/culture)

3 4 5
o ::’—-_: ,Z" S, ———— .,
10000 ‘;;z!\l — "—: { S —— u———"/—e
. / ——a - — Tt 'é:zléu
/.———'\_ 7[. / —
.-.\. l\ -
—_—, \
1000 .\.

—
05 | 2 2 o8 | B 2 05 1 21 @2

PHA (pl/culture)

Fig. 2— Resposta & Con A das fraccoes celulares com diferentes densidades de bago

de doentes com doenca de Hodghkin. Nas ordenadas estio representadas diferentes

doses de Concanavalina A: nas abcissas a micorporacio de 14C timidina exprimida
em CPM/cultura

DISCUSSAO

O aumento do namero de células sem marcadores de superficie (células nuil)
nos-bagos de doentes com Doen¢a de Hodgkin (Quadro 1) sugere que as alteracdes
imunolégicas observadas possam em parte ser atribuidas a um défice funcional do linfo-
cito. Com efeito foram também descritas no sangue periférico destes doentes alteragdes
da membrana linfocitiria que podiam ser revertidas ap6s tratamento com neuraminidase
(Moroz et al 1977) ou incubagio com FCS (Fuks et al 1976) e que podem ser devidas
a factores bloqueantes do soro destes doentes.

Virios autores referem no entanto um aumento do namero de linfocitos T no bago
e ginglios linféticos de doentes com Doenga de Hodgkin principalmente quando envol-
vidos pelo processo tumural (Aisenberg e Long 1975, Grifoni et al 1975, Hunter et al
1977, Joseph e Belpomme 1975) o que também observamos. Estes resultados sugerem
a possibilidade que haja alteragdes da recirculagio linfocitiria com sequestro de linfocitos
imunocompetentes em zonas envolvidas pelo tumor. Como estd demonstrado que modi-
ficagbes na membrana do linfocito ocasionam alteragbes da recirculagio infocitiria
(Freitas ¢ De Sousa 1975, Freitas e De Sousa 1976, Freitas et al 1978) é natural que
os dois processos coexistem nesta doenga.

As alteragdes das percentagens de linfocitos com o fenotipo Ty, e Ty no sangue
periférico e bago de doentes com doenga de Hodgkin, e a normalizacdo do quadro san-
guineo apés esplenectomia (Gupta e Tan, in press), sio também sugestivas de mé distri-
bui¢io linfeeitdria. Assim os linfocitos Ty que respondem exclusivamente 2 Can A
(Moretta et al 1976) e exercem fungBes supressoras (Moretta et al 1977) estdo dimi-
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nuidos no bago e aumentados no sangue periférico destes doentes (Gupta e Tan in
press). Neste trabalho observamos um défice selectivo da resposta 2 Con A nos bagos
destes doentes (Quadro 3) o que pode indicar uma auséncia ou défice funcional de uma
populacdo de células capazes de responder exclusivamente a este mitogénio. Tal popu-
lagdo linfocitdria foi também descrita no ratinho e caracterizada sob o ponto de vista
funcional como uma pepulagio de células sesseis, sensiveis ao efeito da timectomia no
adulto, resistentes aos efeitos do ALS (Stobo e Paul 1973) responsiveis pela geragio
de células citotéxicas e pela supressio do G.V.H. (Hayry et al 1976) i.e. apresentando
caracteristicas semelhantes &s populagbes com o fenotipo Ly 1+, 2+, 3+ e Ly 2+, 3+
(Cantor e Boyse 1976). A retengdo de células T supressoras no sangue periférico estaria
de acordo com o quadro de energia observado (Aisenberg 1962, Kelly et al 1960).
E no entanto necessirio realgar que os estudos da reactividade relativa 2 Con A e PHA
das células T helper € supressoras tém tido por vezes resultados contraditérios (Revisio
em 6). Por outro lado, estudos feitos com células neoplasicas isoladas a partir de tumores
de Hodgkin indicam que estas células tém um aumento da aderéncia, com capacidade
de formagio de todos os tipos de rosetas (Long et al 1977). Os resultados obtidos com
Ty e Ty tém portanto de ser encarados com reservas.

Quando as suspensGes celulares do bago de doentes com Doenga de Hodgkin sio
fraccionadas em gradientes de densidade isolam-se duas populagdes linfocitirias com
reactividade distinta aos mitogénios (Quadro 3, Fig. 1, Fig. 2). As células leves res-
pondem de um modo semelhante 2 PHA e & Con A, e as células densas respondem prefe-
rencialmente 4 PHA. Embora as razdes PHA/Con A das diferentes fracgdes celulares
sejam semelhantes 4s do bago do ratinho (Stobo e Paul 1973) neste animal a razio
PHA/Con A das células densas é devida a uma resposta elevada 3 PHA enquanto que
no humano € resultante de uma auséncia de resposta 2 Con A. E portanto possivel que
estas diferentes populagbes tenham fungBes diferentes nestas duas espécies. Resultados
preliminares indicam no entanto que as fracgdes densas tém fungdes supressoras (Rocha
observacSes nio publicadas) tal como as fracgdes densas do bago do rato (Rocha et al
1979) e ratinho (Whisler e Stobo 1976). O aparecimento na Doenga de Hodgkin duma
populagio linfocitdria densa, com resposta exclusiva # PHA pode portanto estar relacio-
nada com o processo patologico da doenca levando a0 sequestro selectivo no bago de
células capazes de respcnder a PHA mas ndo a Con A. Por outro lado pode também
resultar dum défice funcional das células densas que as torne incapazes de responder
a este mitogénio. Estas possibilidades estio presentemente a ser estudadas.
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SUMMARY

A STUDY ON SPLEEN LYMPHOCYTE SUBPOPULATIONS IN PATIENTS WITH
HODKIN’S DISEASE

In this study spleen lymphocyte subpopulations from five patients with Hodgkin’s
disease were investigated. When the spleen was not involved by the tumor, an increased
number of null cells and a reduced number of B cells was observed. Patient number 3,
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which spleen was involved had a high percentage of T lymphocytes. The mitogenic res-
ponse to PHA was similar to that obtained from peripheral blood of normal donors,
while the response to Con A was reduced. When lymphocytes were fractionated in
density gradients, a population unable to respond to Con A was isolated in the denser
fractions of the gradient. The implications of the present findings to the understanding
of the physiopathological changes in Hodgkin’s disease are discussed.
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