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RESUMEN

Se presenta el caso de un hombre de
55 anos de edad con leucemia cronica lin-
focitica en curso de tratamiento, al cual se le
realizo un estudio citogenético, utilizando
un medio de cultivo con fitohemaglutinina.

Se encontro las siguientes anormalida-
des: una clase predominante con 46 cromo-
somas de estructura seudodiploide y una
tendencia de crecimiento de la poblacion
celular hacia valores mds altos del niumero de
cromosomas. Se presentaron aberraciones
numéricas de los cromosomas 8, 9, 11, 12,
13,15, 16, 18, 19, 20, 21, 22 y dos cromo-
somas nuevos formados por medio de trans-
locaciones, la primera entre los cromosomas
12 y 20, t(12q; 20q), y la segunda entre
los cromosomas 21 y 22, tf2lq; 22q)

SUMMARY

A cytogenetic study is presented using
a culture medium with phytohaemagglutinin
it was carried out on a 55 years old man
undergoing treatment for chronic lymphocy-
tic lewkaemia.

The following abnormalities were
detected: a predominant class with 46
chromosomes of pseudodiploid structure
and a tendency for the celular population
to obtain greater numbers of chromosomes;
numerical aberrations of chromosomes 8,
11, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 22 and
two new chromosomes formed by translo-
cations, the first between chromosomes 12
and 20, t{12q,; 20q), and the second between
chromosomes 21 and 22, t(21q; 22q)

INTRODUCCION

La frecuencia y naturaleza de las anormalidades cro-
mosamicas en la leucemia cronica linfocitica, son considera-
blemente desconocidas, ya que es tipicamente una enferme-
dad de las células B y éstas no responden a los mitogenos
disponibles (2, 5, 16, 25).

La variante con células T de la leucemia cronica linfo-
citica es relativamente rara, representando (nicamente el
5 ©/o de los casos de este tipo de leucemia (13, 15).
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La mayoria de estudios citogenéticos de pacientes
con esta clase de leucemia, han sido hechos en linfocitos
periféricos estimulados con fitohemaglutinina, un mitogeno
para las células T, mientras que las células que proliferan en
miés del 95 ©/o de los pacientes son linfocitos B (2, 11, 13,
15) y la mayor parte de casos han tenido cariotipo normal
(11). Muchos autores piensan que las respuestas a los mi-
togenos y los datos citogenéticos que han sido informados,
representan proliferacion de las pocas células T normales
entre las células B neopldsicas, mas que las células leucémi-
cas mismas (15).

En 1981 Nowell y colaboradores logran la prolifera-
cion de linfocitos B, cultivindolos con un nimero igual de
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células mononucleares de sangre normal, tratadas con mito-
micina y estimuldndolas con diferentes mitégenos (17). A
partir de entonces se desarrollan técnicas para cultivo cor-
to de linfocitos B de leucemia cronica linfoeitica (11), que
permitiran lograr un mejor entendimiento de las alteracio-
nes celulares en esta enfermedad.

El presente informe constituye el {nico caso de leu-
cemia cronica linfocitica, de 9 pacientes investigados, en el
cual fue posible obtener células en division para estudio
citogenético.

MATERIAL Y METODOS

A un hombre de 55 afios de edad con leucemia croni-
ca linfocitica en curso de tratamiento, se le tomd una mues-
tra de sangre venosa utilizando una jeringa heparinizada. La
sangre fue cultivada por 72 horas a 37°C, utilizando un me-
dio de cultivo con la siguiente composicion: 80 ml. de
medio de cultivo IC-65, 20 ml. de suero bovino fetal,
2,5 °/o de L-glutamina y 2 ml. de fitohemaglutinina. Se
agregd 0,5 ml. de sangre a cada 10 ml. de medio de cultivo.
No se utilizo colquicina.

A las 72 horas de cultivo se hizo un choque hipotd-
nico con KCI al 0,5 /o por 30 minutos, a 37°C, y cuatro
fijaciones sucesivas con una mezcla 3:1 de alcohol metilico
absoluto, dcido acético glacial a 4°C, por 30 minutos cada
una (24).

Las ldminas secadas al aire fueron bandeadas utilizan-
do el siguiente procedimiento: fueron sumergidas en una
solucion de Giemsa al 6 ©/o a la que se agrego 2 ml. de solu-
cion de Na HEPO4—- HzO al 590 por 40 minutos. Se des-
tineron con alcohol metilico absoluto, se lavaron con agua
destilada y se conservaron a temperatura ambiente por un
difa, al cabo del cual fueron tefidas con solucion Giemsa al
6 /o, a la que se anadi6 2 ml. de Nay N POy = 12H50 al
590, por 10 minutos (24).

Se hizo conteo del nimero de cromosomas a 170
células.

Veinte metafases de buena calidad fueron fotografia-
das, cariotipadas segtin el modelo estdndar dado en la con-
ferencia de Paris 1971 (3) vy analizadas.

RESULTADOS

El conteo del nimero de cromosomas por célula mos-
tro la existencia de una linea celular principal con 46 cro-
mosomas seudodiploide y una tendencia de crecimiento de
la poblacién celular hacia valores mds altos del namero de

Cuadro 1.

NUMERO DE COPIAS POR CELULA DE CADA TIPO DE
CROMOSOMA. 20 METAFASES ANALIZADAS

Nimero del Copias
cromosoma 1 2 3
1 20
2 20
3 20
4 20
5 20
6 20
7 20
8 1 19
9 6 14
10 20
11 2 18
12 6 14
13 19 1
14 20
15 1 19
16 19 1
17 20
18 2 18
19 19 1
20 3 12 5
21 3 15 2
22 5 15
X 20
Y 20
A 6
B 7

cromosomas (32 ©/o de las células tuvieron mds de 46 cro-
mosomas y solamente el 25 “/o tuvieron menos de 46)
(Fig. I).

El andlisis del nimero de copias de cada tipo de cro-
mosoma reveld variaciones numéricas en 12 cromosomas
(Cuadro 1). Se encontraron dos cromosomas marcadores
Ay B. El cromosoma A presentd una frecuencia de 30 ©/o
v fue probablemente formado por medio de una translo-
cacion, entre los brazos largos del cromosoma 12 que su-
frio una fractura cerca del centromero, con un cromosoma
20 que se fracturd en la region distal de sus brazos largos, El
marcador B presentd una frecuencia de 35 /o y se formé
con probabilidad por medio de una translocacién entre los
cromosomas 21 y 22, el 22 fue el que conservo el centro-
mero y el 21 sufri6 una ruptura cerca del centromero en los
brazos largos (Figs. 11, 111 y V).
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Figura III

CARIOTIPO MOSTRANDO ABERRACIONES
NUMERICAS Y LA PRESENCIA DEL MARCADOR

CROMOSOMICO B.
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Figura IV
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DISCUSION

Se conocen numerosos informes de patrones cromo-
sémicos normales en la leucemia cronica linfocitica, estimu-
lada con fitohemaglutinina, pero como fue notado antes, las
células en division en estos casos son probablemente células
T residuales normales mds que células B neoplisicas (15).

El hecho que todas las metafases analizadas fueron
anormales, claramente indica que la respuesta proliferativa
observada para la fitohemaglutinina involucrd la pobla-
cion leucémica y que las células afectadas fueron células T.

En el presente, estd bien establecido, que casi todas
las células tumorales de mamifero tienen alteraciones cro-
mosémicas, que usualmente indican un patrén clonal de
crecimiento (15).

Estudios citogenéticos hechos en diferentes enfer-
medades del sistema hematopoyético han demostrado que
la implicacion frecuente de determinados cromosomas
en aberraciones numéricas y estructurales no es al azar
(6,9,10,11, 14, 18,22,23).

Fuera del cromosoma Ph! (Philadelphia), caracteris-
tico de la mayoria de pacientes con leucemia cronica mie-
loide (1,19,22) y del cromosoma 14q + presente en la ma-
yor parte de pacientes con linfoma Burkitt (12), no han
sido identificados otros tipos de marcadores cromosémicos
que puedan ser considerados especificos del cariotipo, de
una condicion maligna determinada del sistema hematopo-
yético.

Aunque los cromosomas marcadores tienen cardcter
particular (a excepcion de los antes mencionados), como los
estudiados en el presente caso, su importancia reside en que
pueden indicar la naturaleza maligna de las células que los
poseen y el origen comin de éstas a partir de una sola célula
original, lo que tiene utilidad en el seguimiento de la evolu-
cion de la poblacion tumoral (8). Estos marcadores pueden
servir para el establecimiento de aquellos cromosomas que
participan mds frecuentemente en reestructuraciones, y en
la determinacion de las zonas cromosémicas que sufren mas
frecuentemente fracturas, ayudando en alguna medida al
conocimiento de los mecanismos de la evolucion de los ca-
riotipos neopldsicos (24).

Pedersen encontré en la leucemia crénica mieloide
que la ganancia y pérdida de cromosomas son inversamente
proporcionales a la longitud del cromosoma, siendo mds fre-
cuentemente implicados los grupos con cromosomas peque-
nos (C,E,F,G) (20).

Kato y Yoshida (7) usando un tratamiento con col-
chicina produjeron artificialmente no-disyunciones de los
cromosomas en las células del hamster chino y encontraron
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que la pérdida y ganancia de los cromosomas se producen
sobre todo en los cromosomas pequefios.

En nuestro caso, sucedid el mismo fenémeno, y mu-
chos de los cromosomas implicados aparecen informados
como participantes en aberraciones numéricas, en otros
estudios citogenéticos, de pacientes con leucemia crénica
linfocitica (4, 11, 15, 16).

Los hallazgos cromosémicos en este caso son de inte-
rés ya que ellos no solamente comprueban el cardcter neo-
plasico de los linfocitos circulantes, sino también la natura-
leza clonal de su proliferacion en el cuerpo.

BIBLIOGRAFIA

1. Caspersson, T., Gahrton, G., Lindsten, I. y L. Zech. Identi-
fication of the Philadelphia chromosome as a number 22 by
quinacrine mustard fluorescence analysis. Exptl Cell. Res.,
1970, 63: 238-240.

2. Catovsky, D. y P.J.L. Holt. Tor B lymphocytes in chronic
lymphocytic leukaemia.  The Lancet, 1971, 1: 976-977.

3. Conferencia de Paris (1971). Standardization in human cyto-
genetics.  Birth Defects. Original article series.  The Natio-
nal l'oundation, New York, 1972, 46 p.

4. Crossen, P.LL. Giemsa banding patterns in chronic lymphocy-
tic Leukaemia Humangenetik, 1975, 27: 151-156.

5. I'inan, J.B., Daniele, R.P., Rowlands, D.T. vy P.C. Nowell.
Chronic T ccell leukemia: cytogenetics and response to mito-
gens. Proc. Am. Assoc. Cancer Res., 1978, 19:48.

6.  Hsu, T.C., Billen, D, y A. Levan, Mammalian chromosomes in
vitro XV. Patterns of transformation. J. Natl. Cancer Inst.,
1961, 27: 515-541.

7.-  Kato, H. y T.H. Yoshida, Isolation of ancusomic clones from
chinese hamster cell line following induction of non-disjunc-
tion. Cytogenctics, 1971, 10: 392-396.

8. Koller, P.C. The role of chromosomes in cancer biology.
Springer Verlag, New York, 1972, 124 p.

9. Levan, Al Levan, Gooy I, Mitelman, Chromosomes and can-
cer. Hereditas, 1977, 86: 15-30.

10.  Makino, S., Sasaki, M.S. v A. Tonomura. Cytological studies
of tumors. XL. Chromosome studies in fifty-two human
tumors. J. Natl. Cancer Inst., 1964, 32: 741,



15 44

12.

13.

14,

25,

16.

17.

Mitelman, F. y G. Levan. Clustering of aberrations to specif
chromosomes in human neoplasm. III Incidence and geo-
graphic distribution of chromosome aberrations in 856 cases.
Hereditas, 1978, 89: 207-232.

18.

Oshimura, M. y A.A. Sandberg. Chromosomes and causatioil
of human cancer and leukemia. XXV. Significance of the Ph
(including unusual translocations) in various acute leukemias.
Cancer, 1977, 40: 1149-1160.

Mitelman, F. Cytogenetics of experimental neoplasms and 19.  Pedersen, B. The karyotype evolution in chronic granulocytes
non-random chromosome correlations in man. Clin. Haema- leukaemia. I The chromosomes gained and lost during
tol., 1980, 9: 195-219. initiation of the evolution. Eur. J. Cancer, 1973, 9: 503-507.
Najfeld, V., Fialkow, P.J., Karande, A., Klein G. y K. Nilsson 20.  Pedersen, B. The karyotype evolution in chronic granulocytic
Cytogenetics of lymphoid cell lines derived from patients leukaemia. 1l The chromosome and karyotype pattern of
with chronic lymphocytic leukemia (CLL) Am. J. Hum. advanced evolution. Eur. J. Cancer, 1973, 9:509-513.
Genet., 1980, 32: 82
21.  Rowley, J.D. A new consistent chromosomal abnormality in
Nowell, P.C. A minute chromosome in human chronic granu- chronic myelogenous leukaemia identified by quinacrine
locytic leukaemia. Science, 1960, 132: 1497, fluorescence and Giemsa stain. Nature, 1973, 243: 290-293.
Nowell, P., Jensen, J., Winger, L., Daniele, R. y P. Growney. 22.  Rowley, I.D. Nonrandom chromosomal abnormalities in he-
T cell variant of chronic lymphocytic leukaemia with chro- matologic disorders of man. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,
mosome abnormality and defective response to mitogens. 1975, 72: 152-156.
Brit, J. Haematol., 1976, 33: 459-468.
23.  Secker-Walker, L.M. y J.D. Hardy. Philadelphia chromosome

Nowell, P., Daniele, R., Rowlands, D. y J. Finan. Cytogene- in acute leukemia. Cancer, 1977, 38: 1619-1624.
tics of Chronic B-cell and T-cell leukemia. Cancer Genet.
Gytogenet., 1980, 1: 273-280. 24.  Solis, V. Estudio comparativo de las modificaciones cromosd-

micas en diferentes tipos de proliferaciones malignas (huma-
Nowell, P., Shankey, T.V., Finan, J., Guerry, D. y E. Besa. nas y experimentales). Tesis. Universidad de Bucarest, Buca-
Proliferation, differentiation, and cytogenetics of chronic rest, 1978, 187 p.
leukemia B lymphocytes cultured with mitomycin-treated
normal cells. Blood, 1981, 57: 444-451, 25. Wilson, J.D. y G.J.V. Nosal. The T or B cell nature of chro-

nic lymphocytic leukemia lymphocytes. The Lancet, 1971,

1: 1153-1154.

AGRADECIMIENTOS

Agradezco su gran colaboracion al Dr. loan Moraru, a la Dra. Liliana Georgian, a la
Dra. Cornelia Geormaneanu, a las Asistentes médicas Mariana Suba y Grapina Vrabie, del
Instituto de Patologia y Genética Médica Dr. Victor Babes, Bucarest.

175



