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Artigo / Article

Citogenética e biologia molecular em leucemia linfocítica crônica
Cytogenetics and molecular biology in chronic lymphocytic leukemia

Maria de Lourdes L. F. Chauffaille O estudo das alterações cromossômicas em LLC é importante no auxílio ao diagnós-
tico, quando da identificação de doença clonal e no diagnóstico diferencial com
outras linfoproliferações; no acompanhamento evolutivo ao permitir a detecção de
alterações adicionais; na escolha terapêutica, como, por exemplo, na presença de
del(17p) que confere resistência à terapia; no monitoramento do tratamento, ao per-
mitir a avaliação de doença residual ou no diagnóstico da transformação (Síndrome
de Richter). A citogenética oferece evidências de significado prognóstico, assim como
o melhor entendimento da doença. O estudo pode ser feito por cariótipo, que detecta
alteração em um terço dos casos, ou por FISH, que aumenta substancialmente esta
porcentagem. FISH associada a outros critérios prognósticos (estado de mutação,
ZAP-70, CD 38, etc) tem permitido a melhor identificação de pacientes com pior
prognóstico. As anomalias mais comuns são: trissomia 12, que confere mediana de
sobrevida de 9 anos; translocação ou deleção do braço longo do 13 (t/del(13q)), que
confere prognóstico favorável e sobrevida de 11 anos; alterações envolvendo braço
longo do 11, na banda q22-23 (11q22-23), com sobrevida de 6,6 anos; deleção do
braço curto do 17 (del(17p)), com sobrevida de 2,5 anos; deleção do braço longo do
6 (del(6q)), e translocação envolvendo braço longo do cromossomo 14 (t(14q)),  per-
fazendo cerca de 60% das alterações. Dada à importância da citogenética e infor-
mações prognósticas, é recomendável que todos os pacientes com LLC sejam subme-
tidos a estudo por FISH e cariótipo por banda G, nas diferentes fases da doença. Rev.
bras. hematol. hemoter. 2005;27(4):247-252.
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Introdução

A citogenética ocupa importante papel na leucemia
linfocítica crônica de célula B (LLC) seja no auxílio ao diag-
nóstico, no acompanhamento evolutivo, na escolha terapêu-
tica, no monitoramento do tratamento ou na transformação
(Síndrome de Richter), pois oferece evidências de signifi-
cado prognóstico, assim como a possibilidade de entender
melhor a doença. Recomenda-se a realização de estudo
citogenético em todos os casos de LLC e nas diferentes fa-
ses evolutivas, desde o diagnóstico.

A LLC apresenta um curso clínico altamente variá-
vel, ou seja, alguns pacientes sobrevivem mais de 30 anos
com comprometimento clínico relativamente pequeno, ao
passo que outros evoluem em poucos meses graças à alta
agressividade da doença.  Os estadiamentos clínicos, como
Rai e Binet, permitem a avaliação do tamanho da massa
tumoral sem, entretanto, auxiliar na previsão da evolução
ou na identificação de quem necessitará de tratamento pre-
coce. Para este tipo de distinção, a citogenética clássica e,
em especial, a molecular ocupam papel de destaque na me-
dida em que auxiliam na detecção de alterações genômicas
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da célula maligna, identificando os indivíduos com parâ-
metros prognósticos desfavoráveis, diferenciando quem de-
verá receber maior atenção e planejamento terapêutico cui-
dadoso.

Citogenética
A citogenética é a parte da genética que estuda os

cromossomos, sua função, estrutura, comportamento bioló-
gico e patológico. Está dividida em citogenética clássica e
molecular. A citogenética clássica baseia-se na análise dos
cromossomos da célula em divisão, em particular, na metá-
fase da mitose, que é a fase em que os cromossomos estão
mais condensados. Após a interrupção da mitose, seguem-
se procedimentos técnicos, como hipotonia e fixação, pre-
paro do espalhamento cromossômico, coloração por banda
G, pareamento e montagem do cariótipo.

Já a citogenética molecular independe de divisão ce-
lular, pois se estriba na análise do DNA. A citogenética
molecular compreende as técnicas de hibridação in situ por
fluorescência (FISH), hibridação genômica comparativa
(CGH) e cariotipagem espectral (SKY), dentre outras.

Dentre as técnicas citogenético-moleculares, aquela
que proporciona resultados mais expressivos em LLC é a
FISH. A FISH fundamenta-se no uso de uma seqüência de
bases (sonda) complementar ao alvo (DNA) que se preten-
de estudar. É, portanto, uma alternativa para as situações
em que não se têm metáfases para análise. Tem a vantagem
de ser rápida, específica e sensível e, por identificar lócus
gênico, auxilia no diagnóstico de microdeleção, ou seja,
deleções além da sensibilidade da banda G.

Talvez a LLC seja uma das doenças em que mais se
aufiram benefícios com o uso de FISH pelo fato de a análise
cromossômica convencional ser pouco eficaz face à dificul-
dade em se obter metáfase da célula maligna pelo seu pre-
cário crescimento in vitro, tendo-se, muitas vezes, mitoses
não representativas do clone anormal. Com efeito, anorma-
lidades cromossômicas têm sido observadas em 40%-50%
das LLC pelo cariótipo convencional,1 enquanto por FISH
em cerca de 80%.2,3

Alterações cromossômicas em LLC

As anomalias mais comuns são: trissomia do cro-
mossomo 12 (+12), translocação ou deleção do braço longo
do 13 (t/del(13q)), deleção do braço longo do 6 (del(6q)),
alterações envolvendo braço longo do 11, na banda q22-23
(11q22-23),  translocação do braço longo do 14 (t(14q)) e
deleção do braço curto do 17 (del(17p)), perfazendo cerca
de 60% das alterações.1,3

Em estudos realizados em pacientes com LLC tanto
na Unifesp como no Fleury-Centro de Medicina Diagnóstica,
observamos entre 39% e 43% de anormalidades cro-
mossômicas pela citogenética clássica.4,5 Dentre estes, a
anormalidade mais freqüente foi a trissomia 12 (16,5%),

sendo isolada em 5,5% dos casos e associada e outras anor-
malidades em 11%. Seguiu-se a del(13q) em 5,5% e outras
aberrações em 21% dos casos.

Em relação à avaliação de prognóstico, embora não
esteja claro se tal importância é independente do estágio
da doença,6 pacientes com anormalidades cromossômicas
têm sobrevida menor que aqueles com cariótipo normal.
Pacientes com cariótipo normal respondem significativa-
mente melhor à quimioterapia.7 Aqueles com anomalias
complexas (mais de três anormalidades)8,9 têm pior sobre-
vida e apresentam doença mais agressiva. Indivíduos com
alta porcentagem de células anormais também têm pior
sobrevida. A trissomia 12 confere prognóstico desfavorá-
vel em relação ao cariótipo normal. Porém, del(13q), que
ocorre em 10% dos casos, é indicativa de sobrevida mais
longa.3

A del(11p) geralmente é intersticial e está relacionada
a doença mais avançada, extensa linfonodomegalia e me-
nor sobrevida, enquanto a deleção do braço curto do 17
(del(17p) relaciona-se a sobrevida mais curta2 e ausência de
resposta a alquilantes, análogos de purina e rituximab.10,11

Embora o envolvimento da região 14q32 fosse fre-
qüente em estudos de cariótipo de LLC na década passada,
atualmente considera-se que a t(11;14)(q13;q32) com o
rearranjo dos genes BCL1 ou CCDN1 e IGH é marcadora
de linfoma de zona do manto.12,13 À semelhança desta situ-
ação há outras translocações que envolvem 14q32, tais como
a t(14;19)(q32;q13), hoje considerada como indicativa de
linfoma leucemizado, e a t(14;18), linfoma folicular. Entre-
tanto, quando presente em LLC, o rearranjo da região 14q32
confere prognóstico favorável. A t(2;14)(p13;q32) é extre-
mamente rara, assim como outras englobando esta região.
A del(6q), +8q24, +3 e +18 são igualmente observadas em
LLC, mas em menor número de casos.

Novas alterações cromossômicas podem surgir ao lon-
go da evolução da doença, levando ao conceito de "evolu-
ção clonal". Evolução de cariótipo ocorre em cerca de 20%
dos casos de LLC e o desenvolvimento da Síndrome de
Richter se acompanha de alterações cromossômicas adicio-
nais14,15,16 geralmente, a del(17p).

Este fenômeno de evolução clonal implica na presen-
ça de subclones que podem ter vantagem proliferativa re-
sultando em doença mais agressiva.

FISH

A utilização de citogenética molecular, em particular
a FISH, tem aumentado substancialmente a capacidade de
detecção de anormalidades cromossômicas, de modo que a
incidência e o número de anomalias recorrentes têm sido
estabelecidos mais precisamente à luz desta metodologia. A
razão para isto é que a FISH permite a detecção de anorma-
lidades específicas, ou seja, no alvo predeterminado e su-
plantando o empecilho maior da citogenética clássica, que
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é o fato dos linfócitos B malignos permanecerem fora da
fase de divisão (Go/G1). Talvez um dos avanços mais notá-
veis na biblioteca de sondas disponíveis tenha sido o con-
junto designado para as linfoproliferações de célula B ma-
ligna, tal como a associação de vários loci, a saber: cen-
trômero do cromossomo 12 (12p11.1-q11.1(D12Z1)), duas
regiões do cromossomo 13, 13q14.3 (D13S319) e 13q34
(LAMP), gene ATM no 11, 11q22.3 (ATM) e gene P53 no
17, 17p13.1 (P53).

Anomalias cromossômicas foram detectadas, por
Dohner et al,2 em 82% de 825 dos pacientes com LLC,  sen-
do 55% com 13q-, 18% com 11q-, 16% com +12, 7% com
17p- e 29% com mais de uma anormalidade detectável. Um
modelo hierárquico construído após a análise de regressão
identificou diferenças na sobrevida dos pacientes conforme
os resultados da FISH, a saber: del(17p)= 2,5 anos; del(11q)=
6,6 anos; +12 = 9 anos; cariótipo normal = 9 anos e del(13q)
= 11 anos.

Em trabalho avaliando especificamente a +12 por FISH
em pacientes com LLC acompanhados na Unifesp que apre-
sentavam cariótipo normal ou sem resultado, detectou-se
esta alteração em 30,7% dos casos, e tais pacientes apresen-
tavam idade mediana de 64 anos.17 De fato, enquanto esta
anormalidade é detectada em 10% a 18% dos casos pela
citogenética clássica, tem sido observada, por FISH, em
número substancialmente maior de pacientes, e não neces-
sariamente em todas as interfases, ou seja, podendo ser enu-
merada em uma minoria delas, indicando tratar-se de even-
to secundário ou subclone, e apontando para doença mais
avançada.

Foi sugerida associação entre +12 e morfologia atípica
de linfócitos, com núcleo clivado, características linfoplas-
macíticas ou aumento do número de prolinfócitos,18 porém
sem correlação com o estágio da doença.19,20,21,22

O mecanismo molecular pelo qual a +12 contribui com
a leucemogênese é desconhecido. Há a hipótese de existir
neste cromossomo um proto-oncogene dominante ou co-
dominante que se torna ativado pela presença em triplicata
ou um gene interferindo no ciclo celular, em especial, em
relação à evolução.19,20,21,22

Análises feitas a partir de fragmento de polimorfismo
de restrição (RFLP) demonstraram que o cromossomo 12
extranumerário deriva da duplicação de um cromossomo
12 com retenção do outro homólogo ao invés de três cópias
de um homólogo. Casos com duplicação parcial do braço
longo do 12 foram estudados por FISH e uma região míni-
ma duplicada pode ser definida como o segmento 12q13-
12q15.23

A del(13q), observada em cerca de 15% dos casos ao
cariótipo, tem sido detectada em 45% a 50% por métodos
moleculares como FISH, Southern blot ou perda de hete-
rosigose. A deleção pode ser isolada ou associada a outras
anomalias recorrentes, como +12, del(11q), del(6q) ou
del(17p).

Há diferentes pontos de quebra no braço longo do
cromossomo 13, sendo mais freqüente 13q14, onde se loca-
liza o gene RB1 (retinoblastoma); porém, em apenas 30%
dos casos este gene está efetivamente deletado. De fato,
deleções 13q14 geralmente não levam à inativação do gene
RB1 e estão associadas à presença de um gene RB1 intacto
no cromossomo homólogo, implicando a função de um lócus
adjacente que pode acomodar importante gene supressor
tumoral. A região habitualmente deletada em doenças linfo-
proliferativas malignas de célula B foi denominada de DBM
(deleted B malignancy) porque aparece em linfoma não-
Hodgkin, leucemia linfóide aguda pré-B e em mieloma
múltiplo, no qual confere prognóstico adverso.18,19,24 A re-
gião DBM é telomérica ao RB1 e inclui os marcadores
D13S319 e D13S25. A idéia de que a DBM envolve possí-
vel gene supressor tumoral ainda não foi comprovada, pois
permanece desconhecido qual é o gene e qual a sua função.
De qualquer forma, os pacientes que apresentam esta ano-
malia cromossômica têm morfologia típica e prognóstico
favorável.18,19,24

A del(11q) aparece em 10%-20% dos casos de LLC
ao cariótipo, mas, igualmente às demais anomalias, pode
ser detectada em maior número de casos pela FISH. Ge-
ralmente são indivíduos jovens, com estágio clínico avan-
çado, extensa linfonodomegalia e com conseqüente menor
sobrevida.25,26 O gene ATM localizado no 11q22.3~q23.1
pode funcionar como supressor tumoral. Normalmente o
ATM age como protetor da integridade do genoma contro-
lando o ciclo celular e ativando caminhos de reparo de
DNA.

Por ocasião da deleção do braço curto do cromossomo
17 há a perda do gene supressor tumoral P53 localizado no
17p13.1. A del(17p) aparece em menos de 10% dos cariótipos
de LLC e em até 17% dos casos por FISH, mas a função
anormal do P53 pode ser detectada em cerca de 26% dos
pacientes por métodos moleculares. A avaliação imuno-
histoquímica da expressão da proteína também pode ser de
significado prognóstico.  Na síndrome de Richter, a del(17p)
pode ser observada em cerca de 60% dos casos. A expressão
aumentada de P53 ocorre em resposta a dano no DNA e
induz alteração na divisão celular, levando a célula ao pon-
to de checagem G1 ou desencadeando a apoptose.27 Tais
pacientes apresentam sobrevida curta, doença avançada, res-
posta desfavorável ou resistência a agentes alquilantes, aná-
logos da purina e rituximab (anti-CD20).11,28-32 Há relatos
de pacientes com del(17p) com resposta a alemtuzumab
(anti-CD52).11

Em relação à freqüência de anormalidades detecta-
das por FISH, Nascimento33observou, dentre os pacien-
tes em acompanhamento na Unifesp, que 52% apresen-
tavam anormalidades das quais 34% eram del(13q), 18%
del(17p), 14% +12 e 44% mais de uma anomalia simultâ-
nea, como, del(13q)/del(17p), del(13q)/del(11q) ou +12/
del(13q).
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Depreende-se, por conseguinte, que a FISH permite a
detecção de subgrupos com características peculiares e com
diferenças de sobrevida34 conforme apontado na tabela 1.

De acordo com o inicialmente exposto, nem todas as
anomalias serão detectadas por FISH, pois passarão desper-
cebidas aquelas fora das regiões alvo. Assim, alguns grupos
têm usado conjunto de sondas que também contemplam
outros loci, como 6q e 14q. Porém, cariótipos complexos
permanecem sendo descritos pela citogenética clássica.35

É preciso ainda salientar a importân-
cia da FISH no diagnóstico diferencial de
LLC, em particular, com o linfoma do man-
to, graças ao uso da sonda CCDN1/IGH, que
identifica o rearranjo t(11;14) com sensibi-
lidade superior à citogenética clássica e,
portanto, extremamente útil em dadas situ-
ações clínico-laboratoriais limítrofes.13

No tocante a fatores prognósticos, além
dos aspectos genéticos amplamente discuti-
dos, há que se apontar as mutações do gene
IgVh, que são observadas em 50% a 75%
das células de LLC-B. Estudos clínicos mos-
traram que a presença de gene IgVh mutado
correlaciona-se a mediana de sobrevida mais
longa.36 Estudos da expressão diferencial de
genes permitiram identificar grupos restri-
tos de genes que podem discriminar entre
clones com IgVh mutado ou não mutado em
LLC. Um destes genes é a zeta associated
protein-70 (ZAP-70), que pode predizer cor-
retamente o estado de mutação em 78 a 90%
dos casos. Em relato de pacientes com está-
gio inicial da doença com ZAP-70 positiva,
a mediana de sobrevida estimada é de no-
venta meses, significativamente inferior
àqueles expressão negativa.10,34,36 Outro
marcador é o CD38, uma glicoproteína de
superfície celular, que, entretanto, pode so-
frer alterações ao longo do tempo em alguns

pacientes.36 Células de LLC-B com expressão de CD38 e
ZAP-70 provavelmente portam anormalidades citogenéticas,
como +12, del(11q) e del(17p).36

Correlacionando as informações fornecidas pela
citogenética com a ZAP-70 tivemos a oportunidade de ve-
rificar que 69% de 19 casos de LLC (idade mediana de 63
anos), estudados nos últimos meses no Fleury-Centro de
Medicina Diagnóstica (tabela 2), apresentavam algum cri-
tério desfavorável, seja FISH ou ZAP-70. A ZAP-70 esta-
va anormal em 47% dos casos. Foi detectada alteração des-
favorável pela FISH em 42% dos pacientes, 50% dos quais
tinham também ZAP-70 alterada, permitindo melhor dis-
criminação de casos com pior evolução. Entretanto, desta
casuística, talvez a informação mais valiosa seja aquela
referente aos indivíduos jovens, como um caso que não
demonstrava marcadores desfavoráveis, em contraposição
a outro que apresentava del(17p), merecedor de moni-
toração amiúde. Os três pacientes com deleção 13q14 iso-
lada, que confere prognóstico favorável, não apresenta-
ram ZAP-70 aumentada.37 Estes dados apontam que a cor-
relação de critérios prognósticos é uma forma de aumen-
tar a capacidade de identificação de pacientes com maior
risco, os quais podem se beneficiar de estratégias terapêu-
ticas individualizadas. Assim, à luz do conhecimento vi-

Tabela 1
Anomalias cromossômicas, porcentagem de pacientes, mediana

de intervalo livre de tratamento e mediana de sobrevida.34

Categoria % de
pacientes

Mediana de
intervalo livre de

TTO (M)

Mediana de
 SBV (M)

17p- 7 9 32

11q-sem 17p- 17 13 79

+12 sem 11q-
ou 17p- 14 33 114

Normal 18 49 111

13q- isolada 36 92 133

outras 8 - -

Tabela 2
Dados de sexo, idade, resultado de FISH para centrômero do cromossomo 12 (+12),
deleção 17p (P53), deleção RB1 (13q14), deleção 13q (13S319), deleção 11q (ATM)

e resultado ZAP-70 de 19 pacientes com LLC.37

caso sexo idade +12 p53 13q14 13S319 ATM ZAP

1 M 54 n n n n n 46%

2 M 65 n n n 90%x1 84%x1 12%

3 F 63 n n 43x1 n n 5%

4 F 60 n n n n n 55%

5 M 65 72%x3 n n 72%x1 n 30%

6 M 61 n n n n n 66%

7 F 66 n n n n n 54%

8 M 71 79%x3 n 34%x1 n n 35%

9 M 60 60%x3 n n n n 2%

10 F 67 n n n n n 1,7%

11 F 70 n 13%x1 n 12%x1 n 11%

12 M 43 n 10%x1 n n n 1%

13 F 61 58%x3 n n n n 39%

14 F 58 n n n n n 60%

15 M 74 n n 35%x1 n n 20%

16 M 59 n n 49%x1 n n 5%

17 M 63 n n n n n 17%

18 M 40 n n n n n 7%

19 F 64 63%x3 n n n n 80%
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gente e pela facilidade de realização, temos sugerido, em
adição à avaliação tradicional (sintomas clínicos, sinais fí-
sicos e testes laboratoriais) a aplicação de FISH e ZAP-70.

Nessa mesma linha, estudos mais recentes indicam
que o estado de mutação e alterações cromossômicas, ainda
que parâmetros distintos de relevância prognóstica, pare-
cem estar correlacionados. Alterações desfavoráveis como
del(17p) e del(11q) ocorrem mais freqüentemente em tu-
mores não mutados, enquanto anomalias favoráveis (del13q
isolada) ocorrem no subgrupo com mutação.11 Em relação à
sobrevida livre de progressão, entre os pacientes não trata-
dos, aqueles que apresentavam IgVh não mutado, +12,
del(11q) e del(17p) tiveram progressão mais rápida da do-
ença.11

Do ponto de vista da patogênese molecular, deleções
afetando cromossomos 11q22-23 e 17p13 levam à expres-
são reduzida de genes nas regiões correspondentes, como
ATM e P53, ao passo que na trissomia 12 há hiper-regulação
dos genes mapeados naquele cromossomo.11 Em última aná-
lise, as alterações genômicas consistem de perdas clonais
mono ou bialélicas assim como ganhos à custa de duplica-
ções, amplificações ou trissomias. Entretanto, o mecanis-
mo que leva às alterações é desconhecido.

Outra alteração das células de LLC-B que merece
ser destacada é o encurtamento de telômero. Encurtamen-
to significante pode levar a disfunção telomérica, que in-
duz instabilidade genômica. Ainda que rearranjos cromos-
sômicos não recíprocos resultem de disfunção telomérica,
perdas cromossômicas, amplificações e deleções ocorrem
devido ao encurtamento do telômero.36 Pacientes com ca-
racterísticas desfavoráveis, tais como IgVh não mutado e
expressão de CD 38, apresentam encurtamento de telômero,
alterações cromossômicas e disfunção de P53, sugerindo
correlação entre disfunção telomérica e anomalias genô-
micas.36

Em relação ao monitoramento da doença, uma vez
estabelecida a alteração inicial pela FISH, com dados prog-
nósticos, a avaliação clínica e laboratorial periódica para a
detecção de evolução clonal é razoável e disponível na prá-
tica clínica.34

Como conclusão, dada à importância da citogenética
e das informações prognósticas que ela fornece, nossa reco-
mendação é que todos os pacientes com LLC, em particular
ao diagnóstico, devem ser submetidos a estudo de FISH e
cariótipo convencional por banda G..

Abstract

The analysis of chromosomal abnormalities in chronic lymphocytic
leukemia is important at  diagnosis, since it allows the
identification of a malignant clone  as well as helping in the
differentiation of other lymphoproliferative disorders; at follow
up, in order to permit the detection of additional abnormalities;
in the therapeutic decision, since the presence of del(17p) means

resistance to treatment; in treatment monitoring as it allows the
detection of residual disease or the diagnosis of transformation
(Richter's transformation). Cytogenetics offers prognostic
information and a better understanding of the disease. The analysis
can be made by conventional G banding karyotyping, which detects
around one third of abnormal cases or by FISH, which increases
the rate of abnormality detection to 82%. FISH together with other
prognostic criteria (mutation status, ZAP-70, etc) has allowed a
better prognostication. The most frequent abnormalities are:
trisomy 12 (+12), with a median survival of 9 years; translocation
or deletion of 13q (t/del(13q)) with favorable prognosis and median
survival of 11 years; deletion or translocation of 11q22-23, with
6.6 years of median survival; deletion of short arm of chromosome
17, del(17p), with median survival of 2.5 years; and deletion of
6q, translocation of 14q, giving a total of around 60% of the total
abnormalities. Considering the importance of cytogenetics and
prognostic information, every chronic lymphocytic leukemia
patient should undergo FISH and karyotype evaluations, at
diagnosis and during the follow up.  Rev. bras. hematol. hemoter.
2005;27(4):247-252.

Key words: Chronic lymphocytic leukemia; cytogenetics;
chromosomal abnormalities; FISH; trisomy 12; del(13q); del(11q);
del(17p).
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