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 INTRODUCAQ

Citogeneticamente, os linfomas niao-Hodgkin consti-
| liem um grupo bastante homogéneo, com variacdes cario-
lipicas numéricas ocorrendo ao redor do nimero diploide
normal, sendo freqiiente a pseudodiploidia e a ocorrén-
tia de cromossomos marcadores. A poliploidia. quando
0corTe, ndo ultrapassa a quadruplicacdo do nlimero ha-
ploide da espécie humana.

Com relagao a resposta a fito-hemaglutinina (PHA)
nesses casos de linfomas, ha divergéncias de opinides. Pa-
pac''" relata, para os entdo chamados reticulossarcomas,
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RESUMO — Culturas de linfécitos do sangue periférico de paciente portadora de linfoma nio-
-Hodgkin e de sua gémea fraterna clinicamente normal foram realizadas, para estudos citogenéticos e de
resposta 4 PHA. Na cultura da paciente foram encontradas anomalias cromossomicas. numéricas e estru-
turais, sugerindo que importantes alteragées estao em franco processamento, Embora a cultura tenha ain-
da mostrado comportamento bastante peculiar e sugestivo de alto metabolismo das células, o indice mitd-
tico obtido foi baixo em relagdo a cultura controle, enquanto que o indice de blastos transformados pela
PHA foi mais elevado. Fato a se notar, tanto na cultura da paciente quanto na de seu controle — gémea
fraterna —, foi a forte associacio entre cromossomos satelitados.

uma resposta deprimida dos linfocitos periféricos frente
a0 estimulo’da PHA, enquanto Elves ® ndo havia encon-
trado tal resposta. Para os entdo chamados linfossarca-
mas, as opinides também sdo divergentes 171115, Na realj-
dade, essas divergéncias de achados talvez possam ser de-
vidas, em parte, ao fato de que, no inicio do eurso da
doenca, a imunidade celular do paciente portador desses
linfomas malignos ainda esteja intacta.

Modelos bioldgicos ideais de estudo. tais como o sio
gémeos univitelinicos, serviram muitas vezes para solucio-
nar problemas em diversas areas médicas. Citemos, por
exemplo, a demonstragio de que o cromossomo Phl da
leucemia mieldide cronica era uma anomalia adquirida e
nao constitucional, através do estudo em gémeos monozi-
golicos, em que um era leucémico e 0 outro ndo .

O presente trabalho tem como proposito um modelo
quase ideal de estudo, por se tratarem de 2 gémeas frater-
nas, uma delas tendo desenvolvido um linfoma maligno
ndo-Hodgkin e a outra parecendo, até o momento. clini-
camente normal. Relata, este estudo. o exame dos linfo-
citos do sangue periférico, dos pontos de vista citogeneéti-
co e de transformagdo blastica pela PHA, tendo servido. a
gémea normal, como controle da paciente portadora do
linfoma.
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MATERIAL E METODOS

A paciente estudada, L.N.S., sexo feminino, 6 anos
de idade, registro 76.8724, era procedente do Hospital A.
C. Camargo da Fundagdo Antonio Prudente.

O diagnostico anatomopatolégico de linfoma dituso
bem diferenciado (classificacdo de Rappaport) foi realiza-
do no Departamento de Anatomia Patologica daquele
Hospital, ndo tendo sido possivel uma posterior reclassifi-
cacdo do caso dentro dos moldes de novas classificagées
dos linfomas nio-Hodgkin, em vigéncia (classificagio de
Kiel).

Para as analises citogenética e de transformagdo blas-
tica a que nos propusemos, sangue venoso foi colhido as-
septicamente, em seringa heparinizada, para o preparo
das culturas temporarias de linfécitos, de acordo com a
técnica de Moorhead er af. %, com meoedificagdes.

A propria gémea [raterna da paciente serviu como
controle.

As melhores metafases foram desenhadas ao micros-
copio e selecionadas para fotografia e montagem dos ca-
riotipos, com base na “'London Conference” . A nomen-
clatura adotada seguiu as recomendagées da “‘Paris Con-
ference' 112,

Para os estudos de transformacdo blastica por res-
posta a PHA, estimamos a percentagem relativa de nu-
cleos inativos e dos ativados por aquela substancia, apds
72 horas de cultivo.

Essa estimativa foi feita pela contagem das células em
S(} campos previamente delimitados ao acaso, sem auxilio
do microscopio, e distribuidos entre duas laminas.

Para cada campo analisado, foi determinado o nime-
ro de mitoses (M), o nimero de células blasticas (CB)e o
numero de nicleos inativos (NI). O total geral (TG), em
cada caso. corresponde a somatoria de todos os estagios
celulares nos 50 campos analisados, sendo os resultados
expressos como percentagem desse total.

RESULTADOS

Ao cabo de aproximadamente 24 horas de cultivo, o
meio de cultura dos frascos que continham linfocitos de
L.N.S. apresentou violenta acidifica¢do, evidenciada pela
cor amarelo-limdo, similarmente ao que ocorre durante os
processos de contaminagio bacteriana, o mesmo nao ten-
do acontecido com os frascos-controle. No entanto, cultu-
ras em meios de tioglicolato e Saboureaud apresentaram-
-se negativas.

De fato, passadas as 72 horas de cultivo, verificou-se
que essas culturas ndo estavam contaminadas, mas suas
células deviam estar apresentando metabolismo elevado.

Surpreendentemente, o numero de mitoses nos frascos de
L.N.S. também ndo excedia ao de uma cultura rotineira,

A analise citogenética de L.N.S. revelou grande ga-
ma de alteragdes cromossomicas, perfazendo um total de
36 células anomalas, como mostra a tabela 1.

Hipodiploidia foi evidenciada em 12% das células
analisadas, constituida por perdas ndo preferenciais, en-
quanto que, na cultura controle, a hipodiploidia foi bem
menos freqiiente (3%),

Uma classe de células representativa na cultura de
linfécitos da paciente L.N.S. foi a pseudodiploidia, possi-
velmente decorrente da associacdo entre cromossomos
acrocéntricos dos grupos D e G, resultando na formagdo
de cromossomos meta e submetacéntricos. Essa importan-
cia ndo se deve ao seu valor quantitativo (3,33%), mas ao
seu significado biologico, uma vez que foi um evento repe:
titivo na cultura controle, o que pode talvez evidenciar
uma predisposi¢do familial 4 associagdo entre cromosso-
mos acrocéntricos.

Uma das células analisadas na cultura da paciente L.
N.S. apresentou uma figura quadrirradial de recombina-
¢do cromatidica, envolvendo dois cromossomos cujos gru-
pos ndo nos foi possivel determinar pela técnica rotineira
(fig. 1). Tal fato mostra-nos a evidente ocorréncia de rear-
ranjos cromaossomicos em processamento, nos linfécitos de
sangue dessa paciente. Isso ¢é reforcado pela ocorréncia de
pseudodiploidia, encontrada em uma célula onde havia
ganho de um elemento dos pares 3, G e B, perda de dois
elementos do grupo C, um do grupo D, além de terem sido

TABELA 1
Percentagens de céiulas citogeneticamente normais e anémalas
na cultura de sangue periférico da paciente L.N.S. e seu controle
(gémea fraterna)

Individuos Tipo de células (%)
Normais Anomalas
Paciente L.N.S. (64,44) (35.56)
Controle (78,13} (21.87)
TABELA 2

Percentagem de estagios morfofisiologicos dos linfécitos nas culturas
da paciente e seu conirole, como resposta ao estimulo da PHA

Estagios celulares

Individuos M CB TrB1 NI TG X}
L.N.S. 279 8045 8324 16,76 179 0,093
Controle 13,77 70,66 84,43 1557 167
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evidenciados dois centrémeros num dos elementos do par
- 2. Note-se, porém, que a indicagdo dos grupos cromosso-
- micos envolvidos foi feita apenas com base em sua morfo-
logia grosseira, observada ao microscopio comun e sem o
emprego de téenicas especiais.
' Anomalias estruturais, do tipo de falhas e quebras
também ocorreram, afetando grupos cromossémicos ao
acaso,

A presenca de hiperdiploidia corroborou a ocorrén-
cia de ndo-disjungdes ao acaso. Uma das células classifi-
cada como hiperdiploide apresentava, ao lado de um ca-
riotipo normal, dois elementos aparentemente unifilamen-
losos extras, de tamanhos distintos, situados na parte
- mais central da placa metafasica (fig. 2). Noutra célula hi-
- perdipléide, com 52 cromossomos, ao lado de elementos
extras com morfologia comparavel a4 dos elementos nor-
- mais do cariétipo, apareceu um cromossomo acrocéntri-

co, ndo comparavel aos dos grupos D ou G.

As diferencas entre o numero de células normais e
andmalas presentes nas culturas da paciente e seu respec-
tivo controle ndo se mostraram estatisticamente signifi-
cantes (X3 = 2,1260; X2 = 3,841;pl = 1 o 5%).

Urgia verificar, no entanto, se a gémea clinicamente

‘normal era também cromossomicamente normal. Para

tanto, foi aplicado o teste estatistico da Razao de Verossi-
-milhanga entre os resultados citogenéticos desse controle e
de varios outros controles, podendo-se afirmar, com 95%
de seguranga, que essa gémea é também cromossomica-
mente normal.
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No que tange a anilise e contagem dos estigios mor-
tofisiologicos dos linfécitos nessas culturas, procuramos
distinguir células em mitose (M), células em estagio de
blastos (CB) e nicleos ndo ativados pela PHA (NI): a clas-
se TrBI corresponde a somatdria das classes M e CB. Os
resultados sdo os que constam na tabela 2.

DISCUSSAQ

Citogeneticamente, a paciente L.N.S. apresentou
bizarras anomalias cromossémicas, embora a freqiiéncia
de células aberrantes nao se revelasse estatisticamente sig-
nificante em relacdo ao seu controle. No entanto, o con-
trole da paciente L.N.S. foi uma cultura de linfécitos peri-
féricos de sua gémea fraterna, até entdo sem qualquer al-
teragdo clinica. E bem verdade que os achados citogenéti-
cos nessa gémea clinicamente normal foram estatistica-
mente comparados aos de outros individuos normais,
podendo-se afirmar, com 95% de seguranga, que ela era
também citogeneticamente normal.

Os tipos de anomalias na cultura referente i paciente
L.N.5. sugerem que alteragdes cromossdmicas estdo em
franco processamento em células linféides do sangue peri-
ferico. Essas anomalias incluiram a ocorréncia de altera-
¢oes numéricas, acarretando perda e excesso de grupos
Cromossomicos. ao acaso. As perdas cromossémicas, pre-
sentes em 12% das células analisadas, poderiam ser atri-
buidas como decorrentes de erros divisionais, ou como re-
sultado de uma maior fragilidade dessas células, durante

Fig. 2 — Cultura de linfocitos do sangue periférico da paciente L.N.S.
Metafase em que se evidenciam dois elementos unifilamentosos, extras
ao cariotipo normal.,
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a preparagdo citologica. Embora excessos cromossdémicos
pudessem ser explicados de maneira logica e normal pela
simples ocorréncia de erros divisionais, este ndo é o caso
diante dos fatos ocorridos. Assim, numa das células, os
elementos extras eram filamentos, assemelhando-se a cro-
mossomos profasicos, de tamanhos diversos. Fato seme-
lhante foi anteriormente descrito em pacientes cancero-
sos 49, Tais elementos apareciam ao lado de um cariétipo
absolutamente normal e, por se situarem entre os demais
cromossomos da placa metalfdsica e ndo na periferia celu-
lar, ndo podemos admitir que sejam elementos pertencen-
tes a uma célula vizinha, em fases mitéticas anteriores a
metafase que, devido a hipotonizagdo e preparo das limi-
nas, tivessem adentrado na célula em estudo. Por outro la-
do, ndo podemos excluir a possibilidade de estarem esses
elementos opostos & membrana celular e, dessa forma,
aparecerem como artefatos de técnica, embora esta Ulti-
ma hipétese ndo ganhe corpo, desde que ji observamos tal
fendmeno em outros casos; sua repeti¢do seria estranha-
mente coincidente.

A outra celula hiperdipléide, contendo 52 cromosso-
mos, também ndo pode ser explicada somente pela ocor-
réncia de simples erros divisionais, em vista de os elemen-
tos acrocéntricos extras mostrarem morfologia e tamanho
ndo compardveis aos dos elementos normais ao cariétipo.
Teriamos, nesse caso, que admitir a ocorréncia de eventos
mais complexos, tais como translocacdo de fragmentos
de um cromossomo D ou G, formando-se assim um cro-
mossomo maior; ou inversdo pericéntrica de um dos bra-
¢os de um cromossomo B ou C; ou dele¢do de um braco de
um cromossomo A, B ou C; ou mesmo incorporagio de
um cromossomo inteiramente novo, de origem discutivel.
Tais eventos poderiam suceder ou preceder fendmenos de
ndo disjungdo, que conduziram a essa hiperaneuploidia.

A observagido desses novos elementos neste caso pode
ser compreendida em vista das demais anomalias cromos-
somicas presentes no estudo citogenético dessa paciente;
consistiram de quebras e rearranjos cromossomicos, apa-
recimento de figuras quadrirradiais que lembram a ocor-
réncia de recombinagdes cromatidicas e pseudodiploidia.
Ainda, fato que chamou atengdo, ndo pelo seu significado
quantitativo, mas sim qualitativo, foi a constante ocor-
réncia de associacdes centroméricas entre cromossomos
acroceéntricos, com a conseqiiente formacio de elementos

‘de centrémero mediano ou submediano, propiciando o
aparecimento de células pseudo-hipodipldides. Tal fato
tomou for¢a ainda maior ao ser observada em uma célula
da cultura controle, o que nos fez pensar em uma predis-
posi¢do familial a associagdo entre cromossomos acrocén-
tricos, mais do que uma decorréncia do processo morbido,
uma vez que a gémea controle ndo apresentou qualquer
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altera¢do clinica, indicativa de um desenvolvimento nea-
plasico. Wisniewski & Korsak ' também descreveram as-

sociagdes de cromossomos satelitados dos grupos D e G,
num caso-de linfossarcoma.

As anomalias cromossomicas presentes em linfcitos

do sangue periférico neste caso de linfoma sdo concordan-
tes com os achados de Wisniewski & Korsak ", que des-
crevem aneuploidias, pseudodiploidia e cromossomos

marcadores em cultura de linfocitos de um paciente tam- %

bém portador de linfossarcoma.

Concordam também com achados em ganglios linfd-
ticos, onde a variagdo cromossomica se da ao redor dadi-
ploidia. Discordam, outrossim, com outros relatos 234

que ndo constataram anomalias cromossémicas em linfo-
citos do sangue periférico.

Analisadas do ponto de vista da transformagdo blas-
tica por a¢do de PHA, a cultura de linfocitos da pacients
L.N.S. apresentou um comportamento bastante peculiar,
com alto metabolismo dessas células, a ponto de baixarem

visivelmente o pH do meio de cultura, nas primeiras 24

horas.

Apesar dessa alta atividade metabdlica das células, -

de comportamento diferente do da cultura controle, tal fa-
to ndo implicou, no entanto, no achado de um indice mi-
totico mais elevado; pelo contrario, esse indice mitotico foi
bem mais baixo que aquele da cultura controle (2,79%¢
13,77%, respectivamente) e mesmo mais baixo do queo
indice mitotico médio de outros controles (8,12%).
Entretanto, a percentagem de células blasticas supe:
rou a da cultura controle (80,45% e 70,66%, respectiva:
mente) e em nivel semelhante e inverso a indiferenca entre
as percentagens de mitoses. Decorrente disso, se analisar-
mos a classe TrB1 como um todo (CB + M), as percenta-
‘gens se aproximam (83,24 e 84,43). Portanto, aplicando-
-se o teste estatistico entre os resultados obtidos para as
classes TrB1 e NI, ndo ha rejei¢do de igualdade, justa:
mente porque a fusdo das classes CB e M encobre esses va-
lores discrepantes, normalizando-os. No entanto, se, ape-
nas a titulo de comentario, a classe TrB1 fosse novamente

desdobrada e os valores estatisticos analisados em separa-

do, tais diferengas seriam reveladas. Se analisarmos ago-
ra o nimero total de nacleos contades nos S0 campos das
liminas referentes a cultura da paciente L.N.S., verifica-
remos que esse nimero (179) é bastante proxime do ni-
mero médio de nicleos contados nos S0 campos das cul-
turas de outros controles (163,660) e também do nimero
total de nucleos contados nos S0 campos da cultura con-
trole desse experimento. Tais fatos, aliados a observagio
da queda brusca do pH do meio de cultura nas primeiras.
24 horas, poderiam ser explicados pela hipotese de uma
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maior dura¢do do periodo G1 dessas células, com conse-
quiente retarde para o inicio da divisdo. Na fase de blastos.
essas células poderiam apresentar uma razdo de metabo-
lismo mais intensa, o que viria a contribuir para a acidi-
ficagdo do meio de cultura, em virtude da taxa respirato-
ria dessas células.

E atraente a idéia de compararmos os valores de
transformagdio bldstica encontrados na cultura de linféci-
tos da gémea normal, com aqueles de outros controles.
Nessa comparacdo podemos verificar que, enquanto a per-
centagem de TrB1 da gémea controle ¢ levemente maior
que a percentagem média de TrB1 dos demais individuos-
-controle (84,43% e 82,76%., respectivamente), a percen-
tagem de mitoses na gémea normal (13,77%) é cerca de
duas vezes maior que a percentagem média de mitoses nos
demais controles, sem exceder. porém, ¢ maior valor en-
contrado entre tais controles (15.87%). Preferimos, neste
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SUMMARY

Cultures of peripheral blood lymphocytes of a patient
currier of non-Hodgkin's lvmphoma and her clinically
normal fraternal twin were done for studies of cytogene-
ties and PHA response. In the culture of the patient, nu-
merical and structural chromosome abnormalities were
found, suggesting that important alterations are occur-
ring. Although the patient's culture has shown a peculiar
behavior suggesting a high cell metabolism, the mitotic
index obtained was low in relation to the control culture,
while the nwmber of blasts transformated by PHA was
elevated. To note, (n the patient’s culture and her control
— fraternal twin — was the strong association between
suteleted chromasomes.
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