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TR resumo

LLC Introducdo: A leucemia linfocitica cronica (LLC) é doenca neoplésica caracterizada pelo acimulo de
linfécitos B maduros CD 5, CD 19 e CD 23 positivos. Alteracdes cromossomicas tém sido descritas pela
citogenética classica em 30% a 50% dos casos de LLC. Objetivo: O objetivo do presente trabalho é
demonstrar as alteragdes de cariétipo observadas em pacientes com LLC em nosso meio. Procedimentos:

Caridtipo
Progndstico

Foram selecionados 18 casos de nosso arquivo, avaliados no periodo de quatro anos, com LLC diag-
nosticada com base nos achados morfolégicos e imunofenotipicos. Havia 13 homens e cinco mulheres,
uma relacdo de 2,6:1, com mediana de 63 anos. Resultados: Foram detectadas alteracdes de cari6tipo
em 39% dos casos (7/18). Conclusdes: O cariétipo permitiu a identificacdo de diferentes clones em um
grupo homogeéneo de LLC sob os pontos de vista morfoldgico e imunofenotipico, demonstrando que
as alteraces genéticas sdo indicativas de comportamento bioldgico diferente.

abstract IFSF "™

Background: Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a neoplasic disorder characterized by the accumulation of | (LL

mature B lymphocytes CD 5, CD 19 and CD 23 positive. Chromosomal abnormalities have been described in 30%
to 50% of the cases by conventional cytogenetics. Objetctive: The objective of the present work was to describe
chromosomal abnormalities detected in Brazilian CLL patients. Methods: Eighteen cases with CLL selected from
our files, in a 4 year period, were studied. The diagnosis was based on morphology and immunophenotype.
There were 13 men and 5 women, a 2.6:1 ratio, with 63 median age. Results: Chromosomal abnormalities were
detected in 39% of the cases (7/18). Conclusion: The karyotype allowed the identification of different clones in
a heterogenous CLL group under morphology and immunophenotype point of view demonstrating that genetic
alterations are indicative of a different biological behavior.

Karyotype

Prognosis
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Introducéo

A leucemia linf6ide cronica (LLC) é doenca neoplésica
caracterizada pelo acimulo de linfécitos pequenos e ma-
duros no sangue periférico, na medula éssea e em tecidos
linféides. E a leucemia mais freqiiente em adultos no Oci-
dente, e a maioria dos casos ocorre em individuos idosos.

A imunofenotipagem revolucionou a avaliacdo desta
doenca e, atualmente, permite que se caracterize per-
feitamente a LLC diferenciando-a de outras proliferacdes
linfocitérias malignas. Caracteristicamente, as células B
maduras sdo CD 19, CD 5 e CD 23 positivas.

A associacao de morfologia, imunofenotipagem e cito-
genética tornou-se necessaria para a perfeita caracterizacéo
desta moléstia.

O grande interesse na identificacdo das alteracdes cito-
genéticas, ao diagnéstico, deve-se ao seu valor prognéstico
e a possibilidade de melhor subclassificacdo da doenca.
Além disso, algumas anomalias podem auxiliar na escolha
das opgOes terapéuticas.

Alteracdes cromossdmicas tém sido descritas pela
citogenética classica em 30% a 50% dos casos de LLC.
A anormalidade mais comum, segundo alguns autores, é
a trissomia 12, sequida pela del 13qg, que é considerada
indicativa de sobrevida mais longa®. A delecdo 11p esté
relacionada a doenca mais avancada, enquanto a delecdo
17p, a sobrevida mais curta®.

O objetivo do presente trabalho é demonstrar as alte-
racdes de caridtipo observadas em uma série de pacientes
com LLC em nosso meio.

Material e método

Foram selecionados casos de nosso arquivo avaliados,
no periodo de quatro anos, com diagndstico de LLC. Este
foi feito com base nos achados morfolégicos e imunofe-
notipicos e classificados conforme a Organizagdo Mundial
da Satde (OMS).

A medula éssea ou o sangue periférico foram colhidos
para analise morfoldgica, que foi feita em esfregacos co-
rados por Leishman.

A imunofenotipagem foi feita usando-se um painel de
anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos.
As células foram coradas com 5ul de varias combinacdes
de anticorpos monoclonais marcados com isotiocianato

fluoresceinado (FITC) ou ficoeritrina (PE) contra os seguintes
antigenos: CD 10, CD 19, CD 20, CD 5, CD 23, FMC-7,
CD 3, capa e lambda de superficie, CD 11c, cadeias pesa-
das IgM, IgG, IgD, IgA e, eventualmente, CD 25 (Becton
Dickinson). Apés a incubacdo, foi realizada a lise eritrocitaria
com solugao FACSLysing. Todas as amostras foram analisa-
das com citometro de fluxo FACScan e através do software
CellQuest (Becton Dickinson).

O cariétipo foi realizado através de culturas de 72 ho-
ras, sendo uma com mitégeno B (TPA 0,05ug/ml) e outra
sem mitégenos. Na Gltima hora de cultura foi adicionado
Colcemid (0,1ug/ml) por 60 minutos a 37°C. Em seguida
as células foram tratadas com solucéo hipotdnica (KCL
0,075mol/l) por 20 minutos a 37°C, ressuspensas em fixador
de Carnoy (4cido acético 1:3 metanol) quatro vezes. As la-
minas foram feitas da forma habitual e submetidas a banda
G (GTG)™. Sempre que possivel, pelo menos 20 metafases
foram analisadas para o cariétipo, e as anormalidades foram
descritas de acordo com a International System for Human
Cytogenetic Nomenclature (ISCN 1995)e.

Foram excluidos do trabalho todos os casos em que
pairou qualquer divida quanto ao diagndstico de LLC, os
que ndo possuiam dados suficientes para assim classifica-los
e os que pudessem ser classificados como linfoma ou outras
linfoproliferacdes cronicas.

Resultados

Foram avaliados 18 casos de LLC CD 5, CD 19 e CD
23 positivos, sendo 13 homens e cinco mulheres, numa
relacdo de 2,6:1. As idades variaram de 33 a 76 anos com
mediana de 63 anos.

Em sete casos foram detectadas alteracdes de cariétipo
(Tabela).

Habitualmente, mais da metade dos casos de LLC tém
resultado de cari6tipo normal devido a dificuldade em se
obter metéafase da célula maligna. No presente estudo foi
possivel observar alteracdes cromossomicas em 39% dos
casos, valor esperado para essa técnica.

O cari6tipo permitiu a identificacéo de diferentes clones
em um grupo homogéneo de LLC sob os pontos de vista
morfolégico e imunofenotipico, demonstrando que as
alteracdes genéticas sdo indicativas de comportamento
biolégico diferente.
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Tabela RUEETENRCRE G IEEREONESul

Caridtipo Aspecto morfologico
1 49, XY, +12, +18, +19 Tipico
2 46, XY Tipico
3 47, XY, +12 Raros prolinfocitos
4 46, XY Tipico
5 46, XX Raros plasmdcitos
6 46, XX Tipico
7 46, XY Tipico
8 46, XY, add(1)(p36) Tipico
9 46, XY Tipico
10 46, XY Tipico
11 46, XX, del (7)(q35) Tipico
12 46, XY Tipico
13 46, XY, +3 Tipico
14 46, XY Tipico
15 46, XY Tipico
16 46, XY, del(13)(q12q22) Tipico
17 46, XX Tipico
18 47, XX, +3, +12 Tipico

Imunofenotipagem
5,19, 20, 23, k, IgMs, IgAs
5,19, 20, 23, «, IgMs, IgGs, 38
5,19, 20, 23, k, IgGs, 11c, 38
5,19, 20, 23, A, IgMs, IgD, 11c
5,19, 20, 23, k, IgMs, IgDs
5,19, 20, 23, A, IgMs, IgDs
5,19, 20, 23, A, IgMs, IgDs
5,19, 20, 23, A, 11c, 22, 45
5,19, 20, 23, A
5,19, 20,23, A
5,19, 20, 23, A, 23, 25, 45
5,19, 20, 23, A, 45
5,19, 20, 23, K, 45
5,19, 20, 23, x, 11c, 45
5,19, 20, 23, A, 25, 45
5,19, 20, 23, x, 11c, 25, 45
5,19, 20, 23, A, 25, 45
5,19, 20, 23, A, IgMs, IgDs, 10, 11c

A grande maioria das LLC é diagnosticada quando a
massa tumoral é pequena ou moderada. Porém cerca de
20% a 30% dos pacientes progredirdo e necessitardo de
terapia, havendo, portanto, necessidade de parametros que
os identifiquem. As alteracGes cromossdmicas podem servir
como indicadores progndsticos.

Segundo a literatura mundials®, a trissomia 12 é
uma das alteracdes mais freqlientemente observadas em
LLC, e sendo mais prevalente em nossa casuistica (trés
casos). No entanto, como alteragdo isolada, ocorreu em
apenas um caso. A trissomia 12 é observada em casos de
morfologia de linfécitos atipica e tem sido considerada
um evento genético secundario, pois habitualmente
esses pacientes apresentam a doenca em progressao®@. A
alta incidéncia dessa alteracdo implica existéncia de um
protoncogene neste cromossomo, que contribui para a
doenca e tem sido relacionado a presenca de gene IgVh
nao-mutante®. A trissomia 12 é detectada em maior
nimero de casos quando se utiliza a hibridacéo in situ
fluorescente (FISH), pois muitas vezes as células ndo
entram em divisdao, ndo sendo, portanto, detectadas
pelo cariétipo convencional®.

A delecdo 13q foi observada em um caso de forma
isolada, sendo a Unica alteracdo considerada de prog-
néstico favoravel. Varios autores referem que a regido
deletada afeta o l6cus telomérico do gene RB1 (retino-
blastoma) e um marcador D13S25 que teria relacao com
0 gene supressor tumorald. Essa delecdo tem sido mais
recentemente detectada com maior freqiiéncia em 45%
a 50% dos casos gracas ao uso de outras técnicas como
FISH, Southern blot ou PCR microssatélite para perda de
heterozigosidade®.

Trissomia 3 foi observada isoladamente em um
paciente e associada a trissomia 12 em outro. Esta ano-
malia ainda ndo tem sua importancia bem definidac2.
Alids, trissomia 3 é mais freqliente em associacao a +12
(Figura). De fato, algumas alteragdes ocorrem juntas,
como +3, +18, +19 e +12.

Alteracdes envolvendo cromossomo 1, como a
presenca de material adicional no braco longo, aqui
observada, sdo consideradas possiveis anomalias pri-
marias®.

Caridtipos com diversas anomalias concomitantes, ou
chamados complexos, sugerem que o desenvolvimento de
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alteracdes cromossomicas sequienciais pode responder pela
agressividade no curso clinico.

Estudos mais recentes tém complementado a anélise
citogenética classica com a chamada citogenética molecular
através da FISH. Esta técnica utiliza uma sonda (seqiiéncia
de DNA marcado) complementar a regido que se pretende
estudar e tem sido Gtil na demonstracdo da presenca de
alteragdes nao-detectéveis no cariétipo, seja porque as cé-
lulas portadoras da anomalia ndo entraram em diviséo, seja
porque passaram despercebidas, pois, por serem um clone
pequeno, seriam necessarias dezenas de células analisadas
para que pudessem ser detectadas. Segundo alguns auto-
rest->%, quando se associam as duas metodologias, tem sido
detectada maior porcentagem de alteracdes, até 80%.

Conclusoes

Em conclus@o, o cari6tipo é uma ferramenta importante e
atil para se distinguir clones dentro de um grupo homogéneo
de LLC sob os pontos de vista morfolégico e imunofenotipico,
demonstrando que as alteragdes genéticas séo indicativas
de comportamento biolégico diferente. Ainda que nossa
casuistica ndo seja grande, foi possivel observar os mesmos
tipos de alteracdes de outras séries internacionais.
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