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Resumo

Palavras Chave

Introducdo: A detecdo de alteracdes citogenéticas recorrentes tem sido de extrema
relevancia para o esclarecimento da heterogeneidade clinica observada na LLC,
tendo as dele¢Bes 11q, 13q, 17p e a trissomia 12 valor de prognéstico conhecido e

desempenhando um importante papel na patogénese e evolugao da doenga.

Objectivos: Analisar o impacto da presenca/ auséncia das alteracdes citogenéticas
(delegbes 13ql14, 11922, 17p13 e trissomia 12) nos parametros hematologicos e
bioquimicos, assim como nas comorbilidades autoimunes, hipogamablobulinémia,
sobrevida livre de terapéutica e global, subdivididas pelo grau de progndéstico

associado.

Material e Métodos: Analise retrospetiva e descritiva de 227 doentes (130 homens;
97 mulheres) diagnosticados com LLC e com caracterizagdo citogenética ao
momento de diagnostico. Os doentes foram distribuidos em 5 grupos mediante a
presenca e tipo de alteracdes citogenéticas ao diagnostico: 1) Grupo controlo: sem
alteracdes citogenéticas (n=73); 2) Grupo com alteracdo citogenética de bom
prognéstico (n=58); 3) Grupo com alteracao citogenética de progndstico intermédio
(n=37); 4) Grupo com altera¢des citogenéticas de mau progndstico (n=59); 5) Grupo
com alterag@es citogenéticas secundéarias (n=26). Analise estatistica dos resultados

foi realizada utilizando o programa IBM SPSS Statistics 21.

Discussédo/Concluséo: A auséncia de alteragBes citogenéticas e a presenca da
alteracao citogenética del13ql4 estdo associadas a estadio Rai de baixo risco e a
maior sobrevida livre de terapéutica. A auséncia de altera¢cdes citogenéticas foi ainda
associdada a maior sobrevida global. A presenca de altera¢gdes citogenéticas na LLC
esta associada a ocorréncia de anemia hemolitica auto-imune e
hipogamaglobulinémia. As alteracdes citogenéticas de mau progndstico estdo
estatisticamente associadas a valores aumentados de leucdcitos, linfdcitos,
prolinfocitos, B2-M e valores diminuidos de plaguetas no momento anterior a
terapéutica de 12 linha. Estas alteracfes citogenéticas estdo ainda associadas a um
estadio Rai de alto risco e a menor sobrevida livre de terapéutica e global. A presenca
de alteracdes citogenéticas secundarias esta estatisticamente associada a valores
aumentados de prolinfécitos ao diagndstico, assim como a valores aumentados de
leucacitos, linfécitos, prolinfocitos e valores diminuidos de plaquetas, no momento
anterior a terapéutica de 12 linha. Estas alteragfes citogenéticas secundarias estao
ainda associadas a menor sobrevida livre de terapéutica. A maioria das alteracdes
citogenéticas adquiridas no decurso da doenca (63,2%) sdo de mau prognéstico,

sendo que a alteracéo citogenética secundaria mais frequente foi a del17p13.

LLC/LLPC, alteragBes citogenéticas, del11q22, dell7pl3, del13ql4, +12









Abstract

Keywords

Introduction: The detection of recurrent cytogenetic abnormalities has been
extremely important to clarify the clinical heterogeneity of CLL, having the deletions
119, 13q, 17p and trisomy 12 a well known prognostic value as they play an important

role in the pathogenesis and evolution of CLL.

Objectives: To analyze the impact of the presence/absence of cytogenetic
abnormalities (deletions 13914, 11922, 17p13 and trisomy 12) in the hematological
and biochemical parameters, as well as in autoimmune comorbidities,
hypogammaglobulinemia, treatment-free and overall survival, divided by the degree

of associated prognosis.

Material & Methods: Retrospective and descriptive analysis of 227 patients (130
men, 97 women) diagnosed with CLL with cytogenetic characterization. Patients
were divided into 5 groups according with the presence and severity of cytogenetic
abnormalities at the time of diagnosis: 1) Control group: without cytogenetic
abnormalities (n=73); 2) Group with good prognosis cytogenetic abnormality (n=58);
3) Group with intermediate prognosis cytogenetic abnormality (n=37); 4) Group with
poor prognosis cytogenetic abnormalities (n=59), 5) Group with secondary
cytogenetic abnormalities (n=26). Statistical analysis using IBM SPSS Statistics 21

program.

Conclusions: Both the absence of cytogenetic abnormalities as well as the
presence of the cytogenetic abnormality del13q14 were associated with low risk Rai
stage and better therapeutic-free survival. The absence of cytogenetic abnormalities
was also associated with an improved overall survival. The presence of cytogenetic
abnormalities is associated with the occurrence of autoimmune hemolytic anemia
and hypogammaglobulinaemia. The cytogenetic abnormalities of poor prognosis
were statistically associated with increased values of leukocytes, lymphocytes,
prolymphocytes, 32-M and decreased values of platelets at the time prior to first-line
therapy. These cytogenetic abnormalities are also associated with a high-risk Rai
stage, lower treatment-free survival and overall survival. The presence of secondary
cytogenetic abnormalities was statistically associated with increased values of
prolymphocytes at the time of diagnosis, as well as increased values of leukocytes,
lymphocytes, prolymphocytes and decreased values of platelets at the beginning of
first-line therapy. These secondary cytogenetic abnormalities were also associated
with lower treatment-free survival.

The majority of cytogenetic abnormalities acquired during the course of the disease
(63.2%) were poor prognostic ones and the most frequently detected was the
del17p13.

CLL/SLL, cytogenetic abnormalities, del11g22, del17p13, del13q14, +12



indice

INTRODUGAO .....coeiieecteeeeeeete ettt ettt e ettt e et e te et et e e teaeetene st ess et e s eseeseteeseneetetestesestnneatennaes 1
LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA ......tiitteittett ettt ettestt e bt e bt ebesatesatesatesaeesbeeteeatesasesaeesbeebeebeenbesabesasesanesas 1

(O] [o =L =0 a kY (o) e o L] [o T | [« B SRS 1

[0 =3 {1 T ol Lo SIS 4

[ o] 1o L= a2 o] Lo e o H S SS 5
Caracteristicas CliNiCAs € DiQGNOSTICO ........c...eeevueerueeeieisiieeee ettt e s saeeeaee e 5

1Y [Ty {o) oo L« O OSSPSR PPPOPPPI 7
IMUNOFENOLIDAGEIM ...ttt ettt et ettt e st sat e st et e saneenane s 8
CIEOGONGLICA ...ttt ettt e e et e st e st e st e st esaseesateesseesaeesneenas 8

R Yol Tl (3 2o Yo [ Lo X A [ole T USSR 15

2o [ToeTo [o] g =Xqo (=3 = oo Iy Lo X 1 (ol NSRS IR 15

Y Ao [0 ol [ols (o X = 4 kYoo B S USUPUUPE 17
LYo [V ol To & o ¢ Lo | OSSP USUUPE 18
TEANSFOIMOGAO ......eeeieeeeeieeeee ettt ettt ettt ettt e at e ettt et e ettt e s ateeauteenaseenateenaneenaneas 19
Evolugdo clonal e o seu papel na resisténcia G teraPEULICA ..........ccccuveeeecceeeeesiieeeesiieeesieeescieeeesieaeens 19
CAICINOMAS SECUNGAIIOS .....vvvveeeeeeeeeeeeeee e eeeeteee e e e e ettt e e e e e e st e e e e e e s s tbsaraaaeeesssssssesaseesssssnssanasaeenn 20
OBJIETIVO DO ESTUDO ....uuiiii ittt ettt e s e e et et s e e e e e e e aa s e e e e e e eeataa e s eeeeeeaennnnns 21
MATERIAL E METODOS ......oiiiiiieisieieieie ettt ettt bbbt s et bbb s sesnsn e e 22
TRATAMENTO ESTATISTICO tvteuvteeureesuteesuueessseessseessseessseesssessseesssesssessssesssessssessssessssessnsessssessssessssesessessnsesessessne 23
RESULTADOS ...ttt e e e e et e e et a e s e e et e e e te bt e e e e et e e et n e e e e e e eeetbbnaeeaaaeanes 24
DISCUSSAD ...ttt s bbbttt s st 41
CONCLUSAOQ ..ottt 47
BIBLIOGRAFRIA ittt e e e e et et e s e e et e e e ta bt e e e e et e et e e e e e e e e atb e aaaaaaes 48



indice de Tabelas

TABELA 1. INDICADORES DE PROGNOSTICO NA LLC ..eeviiiieieeiieee ettt e e 15
TABELA 2. CLASSIFICACAO RAI E BINET E RISCO ASSOCIADO ....uuieviuuneerinneeeeenneeerenneeeesenneeeesenneeessennnns 17
TABELA 3. CARACTERIZACAO DA POPULACAO COM BASE NA PRESENCA/ AUSENCIA E TIPO DE ALTERAGOES
CITOGENETICAS, RELATIVAMENTE AO NUMERO DE DOENTES (N), PERCENTAGEM (%), RACIO QUANTO AO
SEXO (HOMENS:MULHERES) E IDADE MEDIA AO DIAGNOSTICO (ANOS)...uuvvrrerreeeeriiiirrrerereeeeeensennnns 22
TABELA 4. CARACTERIZACAO DA POPULACAO COM BASE NA PRESENCA/ AUSENCIA E TIPO DE ALTERACOES
CITOGENETICAS, RELATIVAMENTE AO NUMERO DE DOENTES (N), PERCENTAGEM (%), RACIO QUANTO AO

SEXO (HOMENS:MULHERES) E IDADE MEDIA AO DIAGNOSTICO (ANOS)...uuvvrrerrreeeriiiinrrrrereeeeeessennnns 25
TABELA 5. VALORES HEMATIMETRICOS E BIOQUIMICOS NOS 5 GRUPOS DE LLC, A0 DIAGNOSTICO (TO) E NO

MOMENTO ANTERIOR A TERAPEUTICA DE 12 LINHA (T1)eeeiiiiieiiiiiiieeiee et eeirrreee e 27
TABELA 6. PERCENTAGEM DE DOENTES NOS ESTADIOS RAI, PARA 0S5 GRUPOSDE LLC ....cvuvvivvivnniinnnenn. 33
TABELA 7. SOBREVIDA LIVRE DE TERAPEUTICA (IMESES) c.ceiuuvrrrierieeeeeiiiinrreeeeseeeeeissnrreereeeeessessnnssesenes 35
TABELA 8. SOBREVIDA GLOBAL DOS GRUPOS COM E SEM ALTERACOES CITOGENETICAS (MESES). evvvvveeee. 37

TABELA 9. SOBREVIDA GLOBAL NOS 5 GRUPOS DE LLC (MESES) «evveieviiiiriieeeieeeeeeiiiirrreeee e e e eeenvveeenes 38



indice de Figuras

FIGURA 1 - DISTRIBUICAO ETARIA DOS DOENTES COM LLC. cevvviiiiiiiieieeeeiccee et 24
FIGURA 2 - DISTRIBUICAO ETARIA POR SEXO. 1iivvvuneiririreererneeererneeeresneseeresnneeersssnseerssseseerssneesssnnnns 24
FIGURA 3 - VALOR DE LINFOCITOS NOS 5 GRUPOS DE LLC, EM TOETL. weviiriiiiiieeiceeceeeeeccrereeeeenaee, 28
FIGURA 4 - VALOR DE HEMOGLOBINA NOS 5 GRUPOS DE LLC, EM TOE T, cevvvviiriiieiireieeeeeereeeeenann, 29
FIGURA 5 - VALOR DE PROLINFOCITOS NOS 5 GRUPOS DE LLC, EM TOE T, cevveniiviiieiieeieeecreree e, 29
FIGURA 6 - FREQUENCIA DE COMORBILIDADES AUTO-IMUNES NA LLC. ..cvvviiiieieieeeeeeicceee e, 30
FIGURA 7 - FREQUENCIA DA DISTRIBUICAO DE CASOS DE ANEMIA HEMOLITICA AUTOIMUNE, NOS GRUPOS DE
LLC COM E SEM ALTERACOES CITOGENETICAS. vvvuuiirrrrenierrrreneerrernneerrennneersssnseersssseersssnsserssnnneens 31
FIGURA 8 - FREQUENCIA DA DISTRIBUICAO DE CASOS DE HIPOGAMAGLOBULINEMIA, NOS GRUPOS DE LLC
COM E SEM ALTERAGOES CITOGENETICAS. cevvvuuniererurerrerieerrerieersssineersssneersssneersssseersssneeerssnnns 32

FIGURA 9 - PERCENTAGEM DE DOENTES NOS 3 ESTADIOS RAI AO DIAGNOSTICO, NOS 5 GRUPOS DE LLC. ... 34

FIGURA 10 - PERCENTAGEM DE DOENTES NOS 3 ESTADIOS RAI ANTES DA TERAPEUTICA DE 12 LINHA, NOS 5
(121U 10 13 o 51 I R 34

FIGURA 11- SOBREVIDA LIVRE DE TERAPEUTICA NOS 5 GRUPOS DE DOENTES COM LLC. A) VALOR DE
P=0,029, COMPARATIVAMENTE AO GRUPO COM ALTERACAO CITOGENETICA DE BOM PROGNOSTICO; B)
VALOR DE P=0,004, COMPARATIVAMENTE AO GRUPO COM ALTERACAO CITOGENETICA DE PROGNOSTICO
INTERMEDIO; €) VALOR DE P=0,001, COMPARATIVAMENTE AO GRUPO COM ALTERACOES
CITOGENETICAS DE MAU PROGNOSTICO; D) VALOR DE P<0,001, COMPARATIVAMENTE AO GRUPO COM
AQUISICAO DE ALTERACOES CITOGENETICAS NO DECURSO DA DOENCA; E) VALOR DE P=0,020,
COMPARATIVAMENTE AO GRUPO COM AQUISICAO DE ALTERACOES CITOGENETICAS NO DECURSO DA

510 =1 N NN 36
FIGURA 12- SOBREVIDA GLOBAL NO GRUPO SEM ALTERACOES CITOGENETICAS E NO GRUPO COM ALTERACOES
Lol 0 1T ] =3 XN 37

FIGURA 13 - SOBREVIDA GLOBAL NOS 5 GRUPOS DE LLC. A) VALOR DE P=0,024, COMPARATIVAMENTE AO
GRUPO COM ALTERACAO CITOGENETICA DE PROGNOSTICO INTERMEDIO; B) VALOR DE P=0,008,
COMPARATIVAMENTE AO GRUPO COM ALTERACOES CITOGENETICAS DE MAU PROGNOSTICO.............. 39

FIGURA 14 - PERCENTAGEM DAS ALTERACOES CITOGENETICAS SECUNDARIAS. ..vuvviiririeeirireeererieeerenanns 40



Lista de Abreviaturas e Acronimos

B2-M — Beta 2-microglobulina

Ac’s — Anticorpos

ADN — Acido Desoxirribonucleico

AEP — Aplasia eritréide pura

Ag’s — Antigénios

AHAI — Anemia hemolitica autoimune

ATM - Ataxia Telangiectasia Mutated

BCR (B-cell receptor) — Receptor de Células B

BIRC3 (Baculovival IAP repeat-containing protein 3)

C — Celsius

CD - Cluster of differentiation

clAP2 (celular inhibitor of apoptosis protein 2) — Proteina celular inibitoria da apoptose 2
del — delegéo

DLEU — Delected in Leukemia

ESP — Esfregaco de sangue periférico

FAB (French-American-British) — Francesa-Americana-Inglesa

FISH (Fluorescence in situ hybridization) — Hibridizac&o in situ de fluorescéncia
Ig — Imunoglobulina

IgVH (Immunoglobulin Heavy Chain) — Cadeia Pesada de Imunoglobulina

IL — Interleucina

IWCLL (International Workshop Group on CLL) — Grupo Internacional (Workshop) de Leucemia
Linfocitica Crénica

LDGC - Linfoma Difuso de Grandes Células B

LLC — Leucemia Linfocitica Crénica

LLC/LLPC - Leucemia Linfocitica Crénica/ Linfoma Linfocitico de Pequenas Células
LLP - Linfoma Linfoplasmocitico

LnH - Linfoma ndo-Hodgkin

LP — Linfoplasmacito

LPL-B - Leucemia Prolinfocitica de Células B

LPL-T — Leucemia Prolinfocitica de Células T

M:F — Masculino : Feminino

MBL — Linfocitose Monoclonal de Células B

MDM2 — Murine double minute 2

MLL (Mixed Lineage Leukemia) — Leucemia de linhagem mista

MO — Medula Ossea

mMRNA — RNA mensageiro

NF-kB (Nuclear Factor kappa B)



NHL (Non-Hodgkin Lymphoma) — Linfoma Nao Hodgkin

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PL- Prolinfécitos

LLC/PL - Leucemia Linfocitica Cronica com excesso de Prolinfocitos
PLCy2 (Phospholipase Cy2) — Fosfolipase Cy2

POT1 - Protection of telomeres 1

RNA (Ribonucleic acid) — Acido Ribonucleico

RR - Risco Relativo

RS (Richter Syndrome) — Sindrome de Richter

SD (Standart Deviation) — Desvio Padréo

slg — Imunoglobulina de superficie

SP- Sangue periférico

TCTP (Translationally controlled tumor proteins) — Proteinas de tradu¢&o de tumor controladas
Tl — Trombocitopenia imune

TP53 — Tumor protein p53

VS — Velocidade de Sedimentacéo

XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) — Proteina inibitéria da apoptose ligada ao X


http://cat.inist.fr/?aModele=afficheN&cpsidt=15239000










Introducéo

Leucemia Linfocitica Cronica

Origem e Fisiopatologia

O mecanismo exato que esta na base do aparecimento da Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) é ainda
desconhecido, contudo sabe-se que a sua heterogeneidade clinica é um reflexo das alteracdes
genéticas e epigenéticas, assim como da influéncia do microambiente envolvido na sua

patogénese.(1-3)

Alguns autores postulam que o evento inicial devera ocorrer ao nivel das células hematopoiéticas
pluripotentes (stem cells), apds terem verificado que as stem cells provenientes de um grupo de

doentes com LLC eram capazes de originar linfocitos B clonais com fenétipo LLC-like.(4, 5)

Ha trabalhos que elegantemente demonstraram que a transformacgéo leucémica € iniciada por
alteracbes gendmicas especificas que causariam a delecdo de genes, contendo micro-RNA

especificos, aumentando a resisténcia dos linfécitos B a apoptose.(6-8)

Dados imunofenotipicos e de perfil de expresséo genética sugerem que os clones de LLC derivam de
linfécitos B imunocompetentes, selecionados para expanséo clonal e eventual transformacao, ap6s
multiplos encontros e respostas a antigénios. Alguns autores defendem ainda de que se trata de uma
patologia constituida por uma subpopulagéo de células da zona do manto.(4, 9-11). De facto, estas
células sdo caracterizadas por uma expressdo forte de IgM e baixa de IgD, sendo capazes de
responder a polissacarideos de bactérias e de forma independente dos linfécitos T, expressando
genes mutados ou ndo mutados da regido variavel da cadeia pesada das Imunoglobulinas (IG).(10-
12)

Outra teoria levanta a hip6tese das células B de LLC poderem ser originadas de células B antes ou
apos passarem no centro germinal, que conduziria a existéncia de dois subtipos de células de LLC
(13-17), nomeadamente células B com regiGes IgVH ndo mutadas (pré centro-germinal) ou células B
naive, e as células B com as regifes IgVH mutadas (pos centro-germinal) ou células B memoria, apos
contato com o antigénio.(16-25) No entanto, estudos posteriores contrariaram esta teoria apos
observacéo de que, independentemente do estado mutacional do gene da IGHV, ambos os subgrupos
partihavam a mesma célula de origem, tendo ja tido contato com o antigénio, apresentando um
fenétipo de ativacdo (expressdo de CD23, CD25, CD69 e de CD71) e perfis genéticos
semelhantes.(13, 20-22, 26)

Nesta sequéncia, surgiu a hipdtese da célula B que esta na envolvida no aparecimento da LLC ser
uma célula B mem©ria, independentemente de haver mutac¢é@o no gene IGHV. Esta hipotese explicaria

arazao das células de LLC serem, na sua maioria, CD27+ (marcador de célula B memoria).(27)



Atualmente estudos epigenéticos sugerem haver trés subgrupos de LLC, com diferentes células de
origem e caracteristicas clinico-biolégicas. Queirds et al, subdivide-os em LLC-naive like, memory like
e Intermediate, tendo perfil epigenético de célula B pré-centro germinal, pos-centro germinal e célula

de origem derivada de zona marginal B independente-centro germinal, respetivamente.(28, 29)

Estimulacdo pelo antigénio

A resposta da célula B a estimulacéo pelo antigénio é mediada pelo recetor de células B (BCR), nas
células B normais e malignas. Cada célula B dispde de um BCR distinto que é fruto da presenca de
regides variaveis dos segmentos V, D e J na cadeia pesada das Ig, dos segmentos V e J na cadeia
leve das Ig’'s e do emparelhamento das cadeias. Esta diversidade é aumentada pelo processo de

hipermutagédo somética que ocorre a nivel do centro germinal.(30)

O grau de hipermutagdo somatica na célula B é avaliado pela comparacdo das sequéncias dos
rearranjos genéticos da regido variavel da cadeia pesada das lg, com as sequéncias obtidas na linha
germinativa. Foram estabelecidas guidelines para analise dos rearranjos do gene da IGHV, no qual
casos com menos de 98% de homologia com a linha germinal sdo considerados como tendo sido

submetidos a hipermutagdo somatica.(31)

O BCR é um complexo multimérico formado por uma imunoglobulina de superficie, associada ao
heterodimero Iga/Igp (CD79a/CD79b), responsavel pela transducdo de sinal. (9, 32, 33) Esta
sinalizagao traduz um momento crucial do desenvolvimento da célula B normal, desempenhando um
papel importante na diferenciacéo e secrecdo de anticorpos (Ac’s), regulacéo positiva da mobilizacdo
e adeséo celulares (em resposta a quimiocinas como a CXCL12 e/ou CXCL13), proliferacéo celular,
através da inducdo da expressdo de Myc, cinase 4 dependente da ciclina D2 em associacdo a
presenca de CD40 ligando (CD154) e IL-4 no microambiente medular e, por ultimo, protecdo contra

a apoptose, mediada pela via PIK3/AKT e aumento de expressédo de MCL1.(34-40)

Nos casos em que as células de LLC apresentam mutag¢do no gene IGHV, os Ag’s estimulam BCR,
no entanto, nos casos em que as células de LLC ndo apresentam mutagdo no gene IGHV, séo as
préprias células de LLC que expressam epitopos a nivel da membrana celular, que funcionam como
auto-Ag’s. Estes auto-Ag’s estimulam BCR estereotipicas (ndo apresentam muta¢gfes somaticas na
regiao variavel da cadeia pesada de Ig), levantando a hipétese de que podera ocorrer um fendmeno
de auto-estimulacéo das células. Os BCR estereotipicos, ao possuirem subconjuntos quase idénticos
das regibes da Ig, condicionam o reconhecimento de epitopos estruturalmente analogos,

selecionando provavelmente os clones leucémicos.(41)

Mais de 20% dos casos de LLC tém um BCR estereotipico e aproximadamente 1% tém Ig’s idénticas
(o que ndo seria estatisticamente esperado), sendo que alguns clones de LLC partilham BCRs com
sequéncias de aminoacidos bastante similares.(12, 41-50) Uma maior propor¢céo de casos com genes
IGHV nao mutados, possui rearranjos estereotipicos dos segmentos V, D e J, tendo uma grande

semelhanca aminoacidica nas regides CDR3 (regido determinante de complementaridade 3).



Andlises das sequéncias das regides variaveis demonstraram que as células de LLC utilizam um
reportorio de genes V tendencioso, caracterizadas pela representacdo aumentada de determinados
segmentos do gene das Ig, em especial IGHV1-69, IGHV4-34, IGHV3-7 e IGHV3-21.(51, 52) As
hipermutages somaticas ndo ocorrem de forma uniforme nos genes IGHV tendo, por exemplo, o
IGVH1-69 consistentemente menos mutacdes, comparativamente com o0s genes tipicamente mutados
IGHV3-7, IGHV3-23 e IGHV4-34. Células de LLC com gene IGHV ndo mutado sdo também
caracterizadas pelas cadeias leves estereotipicas e padrdes de mutacdes somaticas enviesadas.(53-
55)

A natureza dos antigénios que estes BCR estereotipicos podem reconhecer e a sua importancia na
patogénese da doenca continua desconhecida, apesar disso, a presenca de rearranjos estereoti-
picos pode ter significado progndstico.(44, 56) O grau notavel de restricdo estrutural de todo o BCR
na LLC sugere que antigénios comuns sdo reconhecidos por células de LLC e apoia a hipétese de
gue um processo orientado por antigénios contribui para a patogénese desta doenca.(45, 46) Os
padrbes de hipermutagdo somatica do gene IGHV sao processos caracteristicos dos BCR que sofrem
selecdo de Ag’s. Assim, autores sugerem que Ag’s estardo envolvidos no desenvolvimento da
patologia através da estimulacgdo e proliferacdo de células B, expressando BCR com Ig codificadas

por genes especificos.(57-59)

Reatividade do BCR

Ao longo do seu desenvolvimento, os linfocitos B adquirem a capacidade de produzir imunoglobulinas
(Ig’s) polirreativas, que reconhecem uma variedade de Auto-Ag’s e apresentam reacdes cruzadas
com Ag’s bacterianos, sendo, por isso, um processo auto-reativo, cuja capacidade s6 se perde por
selecéo clonal apés reconhecimento do antigénio e por mutacdes somaticas no gene IGHV, que

ocorrem ao nivel do centro germinal.(60-63)

Nas células de LLC com o gene IGHV ndo mutado, o BCR é geralmente polirreativo a auto-antigénios,
devido a proteinas, lipidos end6genos ou exdgenos gerados, por exemplo, por stress oxidativo.(42,
47, 62, 64) Por conseguinte, a producao natural de Auto-Ac’s é frequente na LLC com gene IGHV

ndo mutado, acontecendo algumas vezes na LLC com o gene mutado.(12)



Significado clinico dos genes intervenientes no BCR

Na LLC ocorre uma desregulacao das funges normalmente desempenhadas pelos linfocitos B, no
entanto as células malignas possuem a capacidade de interagir com o meio ambiente.(3) De facto, o
microambiente que as rodeia proporciona-lhes uma série de sinais que variam consoante os locais
anatomicos. Estudos revelam que as células B monoclonais residentes nos ganglios linfaticos regulam
positivamente mais de 100 genes que respondem a ativacdo do BCR e sinalizacéo via NF-kB, estando
igualmente envolvidos na proliferacdo celular.(65-67) A circulacdo, sobrevivéncia e proliferacdo das
células B de LLC é finamente regulada pelo microabiente. A expressdo de marcadores de ativacédo
como o CD38 e CD69 assim como a proliferagcéo celular estdo aumentadas nas células B monoclonais

do ganglio linfatico e da MO, comparativamente as células do sangue periférico.(68-74)

Casos com o gene IGHV ndo mutado associam-se frequentemente a perfis citogenéticos adversos,
evolucdo clonal e resisténcia a farmacos, traduzindo uma doenga com caracter mais agressivo.
Contrariamente, casos com hipermutacdo somatica apresentam um curso clinico mais indolente e
maior sobrevida global.(14, 15, 58) H4, desta forma, uma associacéo entre o estado da hipermutacgao
somética dos genes IGHV e o progndstico da doenca.(75, 76) Apesar da generalidade dos casos de
LLC mutados apresentarem um progndstico mais favoravel, ha uma excecédo, na qual doentes com o
gene IGHV3-21 mutado apresentam uma forma agressiva da doenca, a qual se associa um
prognéstico desfavoravel.(17)

AlteracOes epigenéticas

As alteragBes epigenéticas celulares, tal como a metilagdo anormal do ADN, podem contribuir para
um fendtipo maligno, podendo ser transmitidas de uma geragdo para outra, influenciando

consequentemente o risco da ocorréncia de LLC.(77-81)

Definicdo

A Leucemia Linfocitica Crénica é uma doenca linfoproliferativa caracterizada pela acumulagdo de
linfécitos B pequenos, maduros, monomorficos, redondos ou ligeiramente irregulares, no sangue
periférico (SP), medula 6ssea (MO), baco e ganglios linfaticos, associados a prolinfécitos e
paraimunoblastos, formando centros de baixa proliferacao em infiltrados tecidulares.(82, 83) O termo
Linfoma Linfocitico de Pequenas Células (LLPC) diz respeito aos casos ndo leucémicos, cujo
envolvimento ganglionar assume maior representatividade, na auséncia de citopenias devidas a
infiltracdo da MO, apresentando valor de linfécitos B inferior a 5x19%L no sangue periférico e
morfologia e imunofendtipo de LLC.(67, 82, 84-87)

Casos com valores de linfocitos B inferiores a 5x19%L, com perfil imunofenotipico tipico de LLC, sem
outros sinais ou sintomas de doencas linfoproliferativas, deverdo ser considerados como Linfocitose
Monoclonal de Células B LLC-like (MBL LLC-like).(86, 88)



A LLC caracteriza-se, ainda, pela acumulacgéo progressiva de linfécitos monoclonais funcionalmente

incompetentes, que escaparam ao programa de morte celular.(84, 89-93)

Epidemiologia

A LLC é a leucemia mais frequente em adultos no Ocidente, representando cerca de 11% de todas
as doencas hematoldgicas e cerca de 25-30% de todas as leucemias nos Estados Unidos.(94, 95) A
sua incidéncia € de cerca de 4.1 casos/ 100.000 habitantes/ ano, aumentando consideravelmente em
idades avancadas (podendo chegar aos 12,8 casos/ 100.000/ ano).(96-104) Ha um ligeiro predominio
do sexo masculino M:F = 1.5-2:1.(96, 105) Na Europa, a taxa de incidéncia entre homens e mulheres
€ 5.87 e 4.01, respetivamente, enquanto nos Estados Unidos € de 6.75 e 3.65.(97, 106) A idade média

ao diagndstico encontra-se entre os 65-72 anos.(105, 107, 108)

E a neoplasia hematoldgica com maior predisposicdo genética.(109, 110) Familiares de doentes com
LLC tém 2 a 8 vezes maior risco de desenvolver a doenca e 2 vezes maior risco de desenvolver

Linfoma n&o Hodgkin, comparativamente a populacéo geral.(111-115)

Caracteristicas Clinicas e Diagnéstico

Caracteristicas clinicas

A LLC é uma patologia amplamente heterogénea no que diz respeito a apresentagdo clinica,
progressao e resposta ao tratamento. A maioria dos doentes é assintomatica e a suspeita diagnéstica
surge apos a realiza¢do de um controlo analitico de rotina. Quando sintoméaticos, os doentes podem
referir sintomas B (perda >10% do peso corporal nos Ultimos 6 meses, febre superior a 38°C de origem
desconhecida por mais de 2 semanas sem evidéncia de infe¢do, suores noturnos por mais de um
més sem evidéncia de infecdo e/ou fadiga extrema), infecBes de repeticdo, adenomegalia ou
infiltrados extraganglionares, sintomas relacionados com a presenca de esplenomegalia,

hepatomegalia, anemia e/ou trombocitopenia.(116-118)

Doentes com LLC podem desenvolver comorbilidades autoimunes, direcionadas contra as células
hematopoiéticas, provavelmente como resultado de um sistema imunitario debilitado, sendo estas
frequentemente graves e com risco de vida para o doente.(119-124). Os autoanticorpos dirigidos a
antigénios presentes na membrana de eritrécitos ou das plaquetas séo sintetizados por clones de
células B ndo malignas, estando estes ultimos relacionados com desregulacao profunda do sistema
imune.(125-134)

O aumento de incidéncia de citopenias autoimunes é secundaria a formagéao de auto-anticorpos.(128,
135-140) A Anemia Hemolitica Auto-Imune (AHAI) é a citopenia imune mais frequentemente
associada a LLC (5% a 10%), seguida da Trombocitopenia Imune (TI) e da Aplasia Eritréide Pura
(AEP).(125, 129, 135-137, 140, 141) A ocorréncia destas citopenias imunes ultrapassa 0s 25% dos
casos em varios estudos. Doentes com citopenias devido a processos autoimunes parecem ter um

melhor progndstico, comparativamente aos que apresentam citopenias devido a faléncia



medular.(128, 138) A variacdo de sobrevida entre doentes sem citopenias e doentes com citopenias

autoimunes ndo é estatisticamente significativa.(128, 138)

N&o obstante, outros autores defendem que estadios mais avancados da doenca, idade avancada,
sexo masculino, gene IGHV ndo mutado e valores aumentados de leucécitos e de beta 2-
microglobulina (2-M), associam-se a ocorréncia de AHAI.(127-129, 136-138)

Risco de infecdo

A infecdo é a maior causa de 6bito em doentes com LLC.(142-147) A sua incidéncia aumenta em
estadios avancados da doenca e com o inicio do tratamento, devido a infiltracdo da medula 6ssea e
disfuncao imune induzida pela terapéutica.(143, 144, 147-150) Em metade dos casos de LLC ocorrem

infecBes recorrentes, sendo que mais de 50% destas sao infe¢des graves.(151, 152)

Devido ao sistema imunolégico debilitado, a hipogamaglobulinémia caracterizada por baixos niveis
de Ac é muito frequente, ocorrendo em 25% dos doentes ao diagnéstico e até 100% no follow-up da
doenca.(143, 150, 153-159). A principal Ig afetada é a 1gG, dos subtipos IgG3 e 1gG4 e, com menor
frequéncia, IgA e IgM.(160) H& uma estreita relacdo entre os niveis de 1gG e a frequéncia e gravidade
das infe¢cfes.(160) Ha autores que defendem que a diminuicdo dos valores de IgA € preditor de
infecdo.(158, 161) A hipogamaglobulinémia é, por isso, um importante fator predisponente de infecao
na LLC. (150, 151, 157, 161-164)

Além da hipogamaglobulinémia, os doentes com LLC também podem apresentar altera¢cdes na
ativacdo do sistema do complemento, com uma resposta antibacteriana ineficaz.(165) Estas
alteracdes sdo mais frequentes em fases avancadas da doencga, mas o papel desempenhado no
prognoéstico da doenga ndo é muito claro, uma vez que nao se verificou uma associacao direta entre

falhas na opsonizacdo e um aumento na frequéncia de infe¢bes.(166)

Diagnostico

De acordo com o grupo internacional de estudo de LLC (IWCLL) de 2008, o diagnéstico de LLC faz-
se pela presenga de, pelo menos, 5x10° /L linfécitos B no SP por um periodo superior ou igual a 3
meses, ou linfocitose inferior na presenca de citopenia(s) ou sintoma(s) relacionado(s) com a doenca,
e um fenotipo caracteristico de LLC com restricdo clonal de cadeias leves (kappa ou lambda),
expressdo de CD5, CD23 e baixa expressao de CD20, CD79b e slg.(83, 85, 167) Como referido
anteriormente, o diagnostico de LLPC requer contagem de linfécitos B no SP inferior a 5x109/L,
presenca de linfadenopatias e/ou esplenomegélia e/ou hepatomegalia, morfologia e imunofendtipo de

LLC e ainda, se possivel, confirmacéao histopatolégica.

N&o obstante, a revisdo da OMS de 2016 n&o inclui no diagnostico de LLC casos com valores de
linfocitos B clonais no sangue periférico inferiores a 5x10%/L, na auséncia de doenga extramedular ou

presenca de citopenia(s) ou sintoma(s) relacionado(s) com a doenca.(168)



Ainda de acordo com a IWCLL, a presenca de linfécitos B monoclonais com valor inferior a 5x10%/L
no SP, na auséncia de linfadenopatias, hepatoesplenomegalia ou citopenias relacionadas com a
doenga ou ainda com sintomas B, € uma entidade denominada como Linfocitose Monoclonal de
Células B (MBL).(85, 86, 88, 169, 170)

A MBL é considerada, na revisdo de 2016 da OMS, como um precursor virtual de quase todos os
casos de LLC/LLPC.(168, 171) A MBL e o LLPC tém valores de linfécitos B <5x109%L no sangue
periférico e imunofenétipo de LLC, sendo distinguidas pela auséncia ou presenca de linfadenopatias

ou hepatoesplenomegalia.(85, 108, 172-174)

A MBL apresenta uma progresséo para LLC de 1-2% /ano (169, 175-177), sendo que este valor
diminui em doentes com clones de tamanho mais pequenos (<50 células B/microL).(178, 179) Cerca
de 3,5% dos adultos saudaveis com idade superior a 40 anos apresenta expansédo de células B com
fendtipo caracteristico de LLC.(169, 175, 179-181) H& uma questéo ética sobre a possibilidade de
transmissdo ndo intencional destas células por transfusdo sanguinea ou transplante de células
hematopoiéticas, estando a MBL presente em 7,1% dos dadores de sangue da América.do
Norte.(180-184)

A avaliacao inicial do doente deve incluir anamnese, incluindo histéria familiar de LLC, exame fisico
detalhado, hemograma completo, reticuldcitos, teste de coombs directo, velocidade de sedimentacgéo,
lactato desidrogenase (LDH), B2-microglobulina (f2-M), doseamento de Ig’s, proteinograma
eletroforético e imunofixacdo sérica, imunofenotipagem de SP, estudo da medula 6ssea com
avaliacdo morfoldgica, imunohistoquimica e imunofenotipica. Outras provas potencialmente Uteis séo
a realizacdo de bidpsia excisional de génglio com avaliacdo citoldgica, imunohistoquimica e
imunofenotipica. A realizacdo de FISH (hibridizacao in situ de fluorescéncia em interfase) reserva-se

habitualmente para caracterizacdo mais pormenorizada da doenca, previamente ao tratamento.

Morfologia

O esfregaco de sangue periférico (ESP) é essencial para a suspeita diagnéstica. Através da sua
observacdo podemos encontrar pequenos linfécitos com cromatina condensada e citoplasma
escasso, prolinfécitos e/ou linfdcitos de maior tamanho, linfocitos plasmocitéides ou com nucleo
clivado.(85, 185, 186)

O citoesqueleto dos linfécitos de LLC apresenta défice de uma proteina filamentosa denominada
vimentina, facto este que conduz a uma fragilidade celular e a facil destruicdo destas células aquando
da realizacdo do ESP.(187, 188) Este artefacto denomina-se de manchas de Gumprecht, basket cells
ou ainda smudge cells, sendo uma caracteristica desta doenca.(85, 186, 189, 190). Um estudo
sugeriu que a presenca de manchas de Gumprecht no ESP superior a 30% relaciona-se com mutagao

do gene IGHV e com um melhor prognostico da doenca.(188)



O valor de prolinfécitos (PL) em sangue periférico é frequentemente inferior a 2%. Valores superiores
a 10% correlacionam-se com pior progndstico.(191, 192) Segundo o sistema de classificagdo FAB
(French-American-British), a presenca de PL entre 11 e 54% corresponde a uma entidade mista

denominada LLC/PL. A LPL-B caracteriza-se pela presenca de PL superior a 55%.(193, 194)

Os PL tém o dobro do tamanho dos linfécitos maduros, nucleo redondo, cromatina nuclear
moderadamente condensada, nucléolo central proeminente e uma pequena quantidade de citoplasma

ligeiramente basofilico.(195-198)

A presenca de mais de 15% de linfécitos com cromatina menos condensada, linfocitos plasmocitoides,
com irregularidades nucleares e menos de 10% de PL é caracteristica da LLC atipica. Estes achados
sdo mais frequentes na presenca de alteracBes citogenéticas, nomeadamente a trissomia do
cromossoma 12.(185) Um estudo concluiu que a morfologia celular aberrante € um marcador de

prognostico independente.(199)

Relativamente a citologia ganglionar, observa-se um apagamento da sua arquitectura habitual, com
a formacgdo de um padréo pseudo-folicular de &reas palidas distribuidas regularmente, constituindo
centros de proliferacdo dominados por linfécitos pequenos, prolinfocitos e para-imunoblastos. No
baco pode ocorrer um envolvimento proeminente da polpa branca sendo que, por vezes, se

encontram linfécitos com irregularidades nucleares e/ou com diferenciagao plasmocitdide.

Imunofenotipagem

A LLC é normalmente diferenciada de outras patologias pela imunofenotipagem.(85, 104, 108, 186,
200) As células leucémicas tém marcadores de células B, nomeadamente CD19, CD20 (baixa
expressédo), CD43 e CD79b (baixa expressao) e devem ser CD5+. Além disso, as células apresentam
restricdo clonal da cadeia leve, baixa expresséo de slgM e IgD, e sdo CD23+ e CD10-. As células sao

também CD27+ (27), consistentes como sendo células B meméria.(201)

A LLC tipica deve ser slg (baixa expressdo), CD5+, CD23+, CD79b ou CD22 (baixa expresséo), e
FMC7-.(186)

Citogenética

Cerca de 80% dos casos de LLC apresentam alteracdes citogenéticas recorrentes, estando
envolvidas em vias de reparacdo de dano do ADN, ciclo celular (TP53, ATM, BIRC3)(202),
processamento de mRNA (SF3B1 e XP0O1)(203), modificagbes da cromatina (HISTIH1E, CHD2 e
ZMYM3), defeitos na protecdo dos telémeros (POT1), sinalizagdo Wnt, e NOTCH (NOTCH1)(204,
205), inflamacao (MYD88)(206, 207), sinalizagdo da célula B e transcricdo (EGR2 e BRAF).(208-210)

As alteracdes citogenéticas, identificadas por FISH ou métodos array (array-comparative genomic
hydridization e SNP-array)(75, 211-222), traduzem-se numa inalienavel heterogeneidade biol6gica e
clinica da LLC.(42, 75, 215, 223, 224)



Alteracdes citogenéticas mais frequentes e a sua implicacdo

Delecéao 13q14

A delecao do braco longo do cromossoma 13 (del13q14) é a alteracdo citogenética mais comum na
LLC, sendo detetada em 50% de todos os casos de LLC e historicamente associada a bom
prognéstico.(13, 75, 213, 224-239) Estudos recentes consideram que a delec¢édo isolada de 13q na

LLC est4 associada a um grupo de muito baixo risco.(240, 241)

Na regido da delecdo 13g foram encontrados genes que desempenham importantes papéis na
fisiopatologia de LLC. Estudos estruturais dos genes desta regido revelaram que na MDR (minimal
delected region) esta localizado o gene DLEUZ2, que codifica parte do primeiro exdo de DLEU1, assim
como dois microRNAs (familia de genes néo codificantes que estéo envolvidos na regulacéo de genes
especificos)(242) o miR-15a e miR16-1.(243) Estes dois microRNAs possuem fung¢édo supressora
tumoral, estando deletados ou regulados negativamente em 66% dos casos de LLC.(6, 243-246) Além
destes microRNAs, outros genes localizados na regido 13g14 podem estar envolvidos na atividade

supressora de tumor, como é o caso do DLEU?7.

N&o obstante do bom prognéstico desta alteracdo citogenética quando surge isolada, hd um gene
qgue, quando envolvido na dele¢do 13q, relaciona-se com menor sobrevida livre de terapéutica e
global- gene RB1. 60% dos doentes com a delecéo 13q apresentam perda da MDR e 40% apresentam
a perda do gene RBL1. Por este facto, autores defendem que o progndstico depende da extensao da
dele¢&o.(247-252)

Ocorrendo em cerca de 30% dos casos da delecdo 13q (253), a presenca de perdas bialélicas tem
impacto clinico controverso, havendo autores que defendem que estas perdas bialélicas resultam da
evolucdo de perdas monoalélicas, representando posteriormente uma forma mais agressiva da
doenca.(247, 254-257) Apesar desta forma mais agressiva, doentes com dele¢Bes 13g mono ou
bialélicas ndo apresentam diferencgas estatisticamente significativas quanto ao prognostico.(254, 258,
259)

A heterogeneidade bioldgica e clinica dos doentes que apresentam a delecao 13q foi demonstrada
pelo perfil de expresséo genética e analises de microRNA.(260, 261) Com base na area da delecao
13qg (pequena/bialélica versus ampla/monoalélica) foram tracados perfis de transcritos especificos
gue foram posteriormente correlacionados com dois subgrupos distintos de doentes. Assim, o0s
doentes com grandes perdas de 13q demonstraram regulacao negativa de 10 genes, incluindo o gene
TPT1/TCTP, que esta envolvido na sinalizagcao de pro-sobrevivéncia e proliferacdo por inibicdo da
apoptose induzida por BAX (bcl-2-like protein 4), inibicdo da p53 e sobre-expresséo de 53 genes.(262-
264) A maioria destes genes sobre-expressos esta envolvida na mobilidade e adesédo celulares,
regulacdo da proliferacao celular, metastizagédo, angiogénese e apoptose. Nestes doentes, ha uma

marcada desregulacéo de varios microRNA e sobre-expressao de genes maioritariamente envolvidos



na sinalizacdo do BCR (SIK e CD79b), sinalizacdo via NF-kB, de sobrevivéncia e anti-apoptética
(sinalizacdo Wnt e RAS).(261, 265)

Contrariamente a estes achados, um estudo de 2016 conclui que grandes delec¢des incluindo o gene
RB1 ou a presenca da del13ql4 bialélica ndo é suficiente para ser considerada como um fator de
prognostico adverso na LLC/LLPC.(266)

De salientar ainda que outros processos podem inativar a regido 13gl4, tais como perda de
heterozigotia, silenciamento epigenético pela metilacdo de ADN ou desacetilacdo das histonas.(245,
267, 268)

Delecédo 11922 (gene ATM)

A delecéo no brago longo do cromossoma 11 (del11g22) ocorre em cerca de 10-25% dos doentes
com LLC, estando tipicamente associada a mau progndstico.(13, 75, 200, 225-227, 269-271) Estas
dele¢Bes sdo altamente varidveis quanto ao seu tamanho, podendo ser classificadas como grandes
dele¢Bes/classicas (mais comuns) ou entdo como pequenas dele¢des/atipicas (de ocorréncia mais
rara e mais frequentemente associadas com mutagbes ATM).(272, 273) A MDR (minimal delected
region) inclui as bandas cromossémicas 11g22.3-g23.1, e contém o gene ATM em quase todos 0s

casos.

Estudos de complementaridade de ADN (microarray) demonstraram que a delllq tem um padréo de
expressdo genético diferente na LLC, envolvendo genes sobre-expressos que estdo envolvidos na

sinalizacao celular e apoptose.(270, 271, 274)

O gene ATM codifica uma cinase nuclear, cuja atividade é induzida pela rotura da cadeia dupla do
ADN que surge endogenamente ou apds exposicdo a agentes que danificam o ADN (incluindo
radiacdes ionizantes e quimioterapia).(275) Este gene intervém na fosforilacdo de proteinas chave,
envolvidas na ativacdo da reparacdo ao dano de ADN e protegendo a integridade do genoma pela

regulacéo do ciclo celular.

As mutacdes no gene ATM foram amplamente estudadas em doentes com LLC com a delllq,
contudo em apenas 8 a 30% destes foi detetada a mutag¢éo no gene ATM, indicando que outros genes
podem desempenhar um papel na fisiopatologia da delecdo 11q na LLC.(275-280) Um desses genes
€ 0 BIRC3, localizado proximamente do gene ATM (regido 11g22).(265)

O gene BIRC3 é um regulador negativo de um fator de transcricdo que, quando ativo, promove a
proliferagdo celular (NF-kB).(281, 282) Ao diagndstico de LLC, 4% dos doentes apresentam
alterac6es neste gene, estando estas associadas a fendtipos refratarios a quimioterapia
(nomeadamente, fludarabina)(202, 281). Interessante é também o facto de doentes com LLC com
danos no gene BIRC3 possuirem, ao mesmo tempo, alteracdes no gene TP53. Este é, por sua vez,
responséavel pela fosforilagédo e ativacdo da p53, apds dano no ADN.(278, 283) Uma vez que a maior
parte dos mecanismos de acéo de alguns farmacos esta dependente da TP53, a ocorréncia destas

alteracdes citogenéticas compromete em muito a eficacia destas terapéuticas.(13, 241, 284, 285)
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A delecdo 11qg é detetada frequentemente em doentes jovens e esta associada a linfadenopatia
marcada, rapida progressdo da doenga, menor sobrevida e a fatores de mau prognéstico, tal como a
auséncia de mutac¢des no gene IGHV.(13, 75, 270, 271, 278, 286-288)

Trissomia 12 (+12)

A trissomia do cromossoma 12 (+12) verifica-se em 10-20% dos doentes com LLC ao diagndstico e
frequentemente surge isolada (40-60%).(75, 225-227) A +12 pode, no entanto, associar-se a outras
alteracdes citogenéticas, tais como trissomias dos cromossomas 18 e 19, dele¢cBes recorrentes na
LLC (14q, 139, 11qg ou 17p) e translocacdes no gene da IGH.(75, 289)

A +12 é considerada um fator de risco intermédio no modelo de progndstico proposto por Dohner et
al.(75) Nao obstante os primeiros estudos demonstrarem que esta alteracdo citogenética estava
associada a um curso clinico mais agressivo (290, 291), atualmente autores tendem a considerara-la

de risco intermédio ou mesmo de baixo risco.(241, 250)

Esta alteracao citogenética foi recentemente associada a mutagdes no gene NOTCHL1, especialmente
nos doentes com pior prognostico (com o gene IGHV ndo mutado). A maior frequéncia de casos com
mutacdo em NOTCH1, assim como expressédo de CD38 ou CD49d pode, em parte, explicar o mau
prognostico observado neste subgrupo de doentes.(292-294) A +12 é considerada uma alteracéo
clonal que ocorre nos estadios iniciais da doenca, facilitando o aparecimento de altera¢gbes genéticas
secundérias como por exemplo muta¢cdes NOTCH1, TP53, entre outros.(295, 296) Além disto, casos
de +12 que apresentam concomitantemente muta¢des nos genes IGHV podem facilmente adquirir

outras alteracdes citogenéticas.(297)

Os genes BAX ou E2F1, apesar de ndo estarem localizados no cromossoma 12, estdo associados a
cinases localizadas neste cromossoma. O gene E2F1 codifica um fator de transcricdo associado a
proliferacéo celular e a sua atividade é regulada por cinases como CDK4, localizadas em 12g14.1. A
sobre-regulacdo de CDK4, por sua vez, pode contribuir para a sobre-expressédo de E2F1 nos doentes

com +12 e conduzir a um aumento da proliferagdo celular nestes casos.(298)

A +12 é geralmente detetada nos casos de variantes de LLC (LLC/PL e LLC atipica), o que pode
explicar o mau prognéstico associado a estas patologias.(291, 299, 300) Morfologia e fenétipo atipicos

sdo, por isso, caracteristicos de LLC com +12.(292, 301)

Delecdo 17p13 (TP53)

Doentes com LLC e delecédo do braco curto do cromossoma 17 (del17p13) foram, desde sempre,
incluidos num grupo de risco de progndstico desfavoravel devido a constatacédo de que, neste grupo,
ocorria uma rapida progressdo da doenca, ma resposta a terapéutica e, associadamente, menor
sobrevida livre de terapéutica e global.(13, 75) Isto pode ser explicado ndo s6 pela desregulacdo do

ciclo celular (causado pela perda de TP53, no locus 17p13), mas também pelo uso habitual de
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guimioterapia nestes doentes, sendo ambos preditores independentes na sobrevida global e livre de
terapéutica.(210, 240, 241, 284, 285, 289, 302-309)

A delegcdo 17p associa-se frequentemente a mutacdo do gene TP53 (>80%), pelo que estes
individuos apresentam uma doenga mais agressiva sob o ponto de vista bioldgico e clinico.(75, 284,
310-314)

O TP53 é um gene supressor tumoral localizado no braco curto do cromossoma 17 (17p13), que
codifica a proteina p53. Quando ativada por radiacdes ionizantes, les6es do ADN, presenca de 6xido
nitrico, hipdxia, quimioterapia ou estimulo oncogénico, esta proteina conduz a paragem do ciclo
celular (transicdo das fases Gi/S e G2/M), ligacdo e reparacdo do ADN, apoptose e inducdo da
senescéncia.(315-320) Intervém ainda na mediacdo pro-apoptética e antiproliferativas, induzida por

varios agentes quimioterapéuticos com dano do ADN.(320)

Na LLC, o gene TP53 pode ser inativado por dele¢cdo, mutacdo somética (levando a alteracdo da
estrutura da proteina e a auséncia parcial ou total de funcdo) ou pela sobre-expressdo de MDM2.(75,
285, 304-306, 309, 321, 322) O gene MDM2 codifica a ubiquitina ligase especifica da p53 e medeia
a sua degradacdo (tendo elevada expressdo em 50 a 70% dos doentes), estando envolvida na
inibicdo de um largo nimero de genes dependentes da p53 e miRNAs, incluindo o miR34a.(323) A
expressdo diminuida deste microRNA esta também envolvida na regulacdo da senescéncia,

apoptose, ciclo celular e pode estar relacionada com curso agressivo da doenca.(324)

A ocorréncia da dele¢do 17p13 aumenta ao longo da histéria natural da LLC: ao diagnéstico estima-
se que esteja presente em cerca de 4-8% dos doentes; aquando do inicio do tratamento de primeira
linha, cerca de de 10-12% dos doentes; em contexto de doenca quimiorrefrataria, a incidéncia
aumenta para 30-40%.(75, 225-227, 284, 307, 314, 325-329) Desta forma é possivel especular que
a ocorréncia da inativagdo do gene TP53 apresenta um importante papel na evolucdo clonal da
doenca.(285, 298, 313, 314, 328, 330-332)

Evidenciando a importancia deste gene na evolucdo clonal da doenca, estudos demonstraram que
subclones de LLC com muta¢gBes no gene TP53 podem tornar-se dominantes e conduzir a uma

doenca quimiorrefratéria e a menor sobrevida global.(333)

Metade dos doentes com dell17p13 necessita de tratamento até 3 anos apés o diagndstico, contudo
um terco terd doenca estavel.(325) No momento do primeiro tratamento, 10% dos doentes sao
resistentes a quimioterapia, e apenas um terco destes sobrevive aos 3 anos.(284)

Se esta alteragdo citogenética for primaria (de novo) a sobrevida global é de cerca de 4 a 5 anos. No
entanto, se se tratar de uma alteragéo citogenética secundaria, verifica-se um decréscimo acentuado

na sobrevida global (1 a 1,5 anos).(325)

A presenca de del17p13 associa-se a fenétipos atipicos: expresséo elevada de CD20, FMC7, CD79b
e slg.(292) Além disto, 0 aumento de expressédo de CD38, ZAP-70 e IGHV ndo mutado foi encontrado

em casos de 17p-, estando relacionados com o mau prognostico deste grupo de doentes. (225, 292,
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334) Outros estudos demonstraram correlacdes significativas entre a presenca de 17p- e 4p-, 18p-,

20p-, ou alteracdes no cromossoma 8 (8p- ou 8qg+).(250, 335)

Translocacdes que envolvem o gene MYC

As translocactes que envolvem o gene MYC (8g24.21) estéo presentes em menos de 1% dos casos
de LLC e caraterizam um subgrupo especifico de doentes com prognéstico desfavoravel.(336, 337)
Na maioria destes casos encontram-se prolinfocitos, por isso pensa-se que as translocacdes
envolvendo MYC podem ser um evento secundario na LLC, com importante papel na evolugdo da
doenca.(337, 338)

Translocacgéo 1432

A translocacdo 14932 envolvendo a cadeia pesada das Ig ocorre em 7% dos doentes com LLC.(75,
217, 339) Esta translocacgéo € bastante frequente no Mieloma Mdltiplo e Gamapatia Monoclonal de
Significado Indeterminado.(340, 341)

Translocacao t(14;18)(q32;921)

Ao justapor o gene BCL2 presente no cromossoma 18, ao gene IGH presente no cromossoma 14,
este Ultimo age como promotor do primeiro resultando numa sobre-expressao da proteina bcl-2 e
inibicdo da apoptose.(342, 343) N&o obstante, ha autores que defendem que a t(14;18) em doentes

com LLC, ndo se associa a cariétipos complexos ou caracteristicas agressivas na doenca.(336)

Translocacgao t(14;19)(g32;913.1)

A translocacéo t(14;19)(q32;913.1) é um evento raro envolvendo o locus BCL3 no cromossoma 19.
Associa-se a morfologia e fenétipo atipicos, presenca da +12, a cariétipo complexo, IGHV n&o

mutado, mau prognostico e rapida progressédo da doenca.(344)

Mutagbes NOTCH1

Mutac¢des no gene NOTCH1 foram identificadas como importantes marcadores de progndstico na
LLC.(205, 294, 345-349) Estas mutacdes diminuem a taxa de clearance da proteina NOTCH1,
aumentando assim os niveis e atividade desta proteina.(215) Por conseguinte, ocorre um aumento

da proliferacéo celular (pelo aumento da atividade de NF-kB) e aumento da inibicdo da apoptose.(347)

As mutagbes NOTCH1 caracterizam um subgrupo de doentes que apresentam um estadio clinico
avancado, expressdo de CD38, ZAP-70, +12 e gene IGHV ndo mutado, quimiorrefratariedade e
menor sobrevida global.(204, 205, 294, 345, 347, 348, 350, 351)

Ocorrem em 4 a 10% dos doentes, contudo a incidéncia aumenta consideravelmente em doentes
com +12 (41,9%), quimiorefratarios (20%) e doentes com sindrome de Richter (33%).(205, 294, 345,
349)
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Estudos epigenéticos recentes verificaram um aumento da ocorréncia desta mutacdo em doentes

com perfil epigenético LLC-naive.(29)

Genes da via de sinalizacdo Wnt (Wingless type)

Whnt é uma larga familia de glicoproteinas envolvidas na proliferacdo e diferenciacéo celulares e

oncogénese.(352-355)

Na LLC ocorre sobre-expresséo de alguns genes Wnt e a sinalizacdo descontrolada pode contribuir
para o defeito na apoptose que caracteriza esta patologia.(356-358)

De facto, estudos experimentais revelaram que o silenciamento de genes mutados da via de
sinalizagdo Wnt conduz a perda da viabilidade celular, sugerindo interligagéo entre as células de LLC
e a ativacao por esta via de sinaliza¢édo.(359-361) Desta forma, ha autores que consideram a via de

sinalizagdo Wnt um potencial alvo terapéutico.(358, 362).

Gene Protection of Telomeres 1 (POT1)

O gene POT1 esta envolvido na resposta ao dano de ADN, mais concretamente na protecdo dos
teldbmeros. A mutacéo neste gene tem como resultado a existéncia de vérias alteragfes teloméricas

e cromossOmicas na LLC. (209)

Gene Splicing Factor 3B subunit 1 (SF3B1)

O gene SF3B1 é componente critico na maquinaria de splicing de ADN, realizando a transcri¢do e
garantindo a diversidade funcional de proteinas, através do splicing alternativo.(281) Mutacdes neste
gene conduzem a alteragdes do splicing do mRNA (remocao dos intrdes e unido de exdes, apos
transcricdo do RNA) e estdo associadas a rapida progressdo da doenga e menor sobrevida
global.(350, 363, 364) Esta alteracéo genética foi recentemente associada a alteracéo de resposta ao
dano de ADN.(365)

Estudos epigenéticos recentes verificaram um aumento da ocorréncia desta mutacdo em doentes

com perfil epigenético LLC-intermediate.(29)
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Score de Prognostico

Foi desenvolvido um score de prognostico tendo em conta as caracteristicas moleculares e/ou
citogenéticas dos doentes.(241)

O grupo de alto risco abrange a dell7p, p53 (TP53) e/ou BIRC3, com 51% de sobrevivéncia aos 5
anos e 29% aos 10 anos e alteracdes a nivel do NOTCH1 e/ou SF3B1 e/ou delllq22 (ATM),
caracterizando-se por uma sobrevida global aos 5 anos de 66% e aos 10 anos de 37%. O grupo de
risco intermédio inclui a +12, apresentando 78% de sobrevida global aos 5 anos e 57% aos 10 anos.
O grupo de baixo risco inclui a alteragéo citogenética dell13q, cuja sobrevida global aos 5 anos é de
87% e aos 10 anos de 69%.(241, 265)

A identificacdo das dele¢cbes 17p13 ou 11922 séo particularmente importantes, pois a sua presenca
tem um grande impacto no progndéstico, sendo determinante na escolha da terapéutica.(75, 200, 284,
366-368)

Indicadores de Progndstico

Ao longo dos anos, varios marcadores de prognéstico foram validados para a LLC, nhomeadamente
sexo, idade, altera¢des citogenéticas incluindo dell7p e delllq, B2-M, estadios Rai e Binet, entre
outros.(76, 217, 226, 369-371)

A Tabela 1 resume os principais marcadores de prognéstico. (366, 372-378)

Tabela 1. Indicadores de Prognéstico naLLC

Indicadores de Progndstico naLLC

Marcador de Prognéstico Melhor Prognéstico Pior Progndstico
Sexo Feminino Masculino
Idade < 70 anos >70 anos
Estadio RAI O, lell ielv
N° linf4citos <12x10°/L >12x10%/L
FISH Delecéo 13q Delecéo 11qou 17p
Mutagéo IGHV Mutado N&o mutado

Sexo e Idade

Um estudo publicado em 2016 identificou a idade como sendo um fator independente de prognéstico,
na LLC.(379) Estudos anteriores concluiram que a idade superior ou inferior a 55 anos,
(correspondendo a 75% e 25% da populagdo de LLC, respetivamente) ndo tinha impacto no estadio

ao diagnostico, nem nas caracteristicas clinicas ou outros marcadores de prognéstico. (373, 380, 381)

Relativamente ao sexo, h4 uma predisposicdo de género, sendo o sexo masculino mais

frequentemente afetado, sendo o racio homem - mulher (H:M) de 1,5-2:1.(83, 105, 374, 382)
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Valor de Linfécitos

Ao diagnéstico, o valor de linfocitos B € inversamente proporcional a sobrevida.(377, 383) Valores
superiores a 11x10°%L estdo relacionados com menor sobrevida livre de terapéutica e sobrevida
global.(377) Doentes que dupliquem o valor de linfécitos em menos de 12 meses, tém uma diminuigéo
significativa da sobrevida.(384, 385)

O valor médio de linfocitos na altura do diagnéstico de LLC encontra-se habitualmente entre 20 a
30x10°L, ocorrendo um aumento progressivo do seu valor ao longo do tempo.(373, 381, 386).
Poderdo também verificar-se flutuacdes da contagem linfocitaria em doentes que se encontram em

vigilancia, podendo haver doentes que mantém linfocitose estavel durante muitos anos.(373)

Beta 2- Microglobulina

Niveis elevados de B2-M associam-se a menor sobrevida livre de progressao, particularmente em
estadios iniciais, estando também relacionados menor sobrevida global e elevados niveis plasmaticos
de citocinas inflamatérias.(284, 379, 386-408)

Lactato Desidrogenase

Os niveis plasméticos de Lactato Desidrogenase (LDH) medem o grau de turnover celular,
constituindo, desta forma, um indicador geral da presencga e severidade de dano celular.(372, 391)
Valores elevados de LDH associam-se a presenca da dele¢cdo 17pl3, a menor sobrevida e
progressdo da doenca, constituindo um valido e independente fator de prognéstico.(226, 372, 409-
413)

Prolinfécitos

Existe uma forte evidéncia entre a presenca e/ou valor aumentado de prolinfcitos e 0 comportamento
da doenca, nomeadamente no que diz respeito a rapidez da progressdo da doenca, estadios de
doenca avancados e presenca de alteracdes citogenéticas, particularmente a +12 e alteracdes da
p53.(186) Aproximadamente 15% dos individuos com LLC apresentam um ndmero aumentado de

prolinfocitos no ESP (superior a 10%), estando associado a pior prognéstico.(186, 191, 192)

Estadios de Rai

O sistema de estratificacdo de Rai foi inicialmente proposto em 1975 e baseia-se no pressuposto que,
ao longo da histéria natural da doenca, hd& uma acumulagdo progressiva de linfécitos néo
funcionais.(117) Este sistema dividia os doentes em 5 grupos (0, I, II, lll e IV), com base na presenca
de linfocitose isolada (contagem de linfécitos >15x10°%L no SP e >40% na MO), linfoadenopatia ou
esplenomegalia, presenca de anemia (Hb<11,0 g/dL) ou trombocitopenia (plaquetas
<100x10°/L).(117) Ao diagndstico da LLC, 25% dos doentes estao no estadio 0, 50% no estadio | e
II, e 25% no estadio Il e IV(13).
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O sistema de Rai foi posteriormente revisto e simplificado com a introducao de 3 categorias de risco:
baixo, intermédio e alto.(85) O estadio O foi considerado de baixo risco, os estadios | e Il de risco
intermédio e os estadios Ill e IV considerados de alto risco.(85)

A sobrevida global média dos doentes no estadio Rai de baixo risco (55-60% dos casos) é superior a
10 anos.(104, 176, 366, 414-418); doentes que integram o estadio Rai de risco intermédio (35-40%
dos casos) tém uma sobrevida global média de 7 a 9 anos; doentes no estadio Rai de alto risco (5-
10% dos casos) tém uma sobrevida global média inferior (1,2 a 5 anos).

Estadios avancados da doenca, com presenca de anemia e trombocitopenia ao diagnéstico, sao
fatores de mau prognéstico e estéo presentes em 20% dos casos e em mais de 20% dos casos ha a

presenca de sintomas B.(118, 396)

Estratificagdo de risco

Os sistemas de estadios clinicos Rai e Binet sdo instrumentos simples e validos que permitem definir
a extensado da doenca e o seu prognostico.(116, 117) Desta forma, permitem a estratificacdo de risco
dos doentes e a respetiva orientacdo da decisao terapéutica: intencéo de tratamento versus vigilancia.

Atualmente recomenda-se o uso integrado destes dois sistemas na pratica clinica.(419)

O sistema Rai sofreu ligeiras alteragbes ao longo do tempo, tendo sido revisto, e determina que o
estadio 0 € de baixo risco, sendo caracterizado pela presenga de linfocitose (linfécitos com valor
superior a 15x10%L no SP e mais de 40% de linfocitos na medula 6ssea). Os estadios | e Il sdo de
risco intermédio e sdo caracterizados pela linfocitose anteriormente descrita, associada a adenopatias
e/ou hepato-esplenomegalia (Tabela 2). Os estadios Il e IV séo de alto risco e, além do que refere o
risco intermédio, h4 a presenca de anemia (Hb <11 g/dL ou hematécrito <33%) e trombocitopenia
(plaguetas <100x109L), respetivamente.(85, 420, 421)

Tabela 2. Classificag&o Rai e Binet e risco associado

Classificagao Estadios Descrigao
de estadios
A Menos de 3 areas linfoides.
Binet B 3 ou mais areas linfoides.
C Anemia e/ou trombocitopenia.
Classificagao Categorias de Risco
Original (Reviséo da Classifica¢éo)
Linfocitose.
0 Baixo . . ) .
Linfocitose + linfoadenopatias.
1 Intermédio . . .
Linfocitose + hepatomegalia ou
2 Intermédio - . .
RAI esplenomegadlia + linfadenopatia.
Linfocitose + anemia + linfadenopatia ou
3 Alto ]
esplenomegalia.
Linfocitose + trombocitopenia £ anemia,
4 Alto

esplenomegalia ou linfadenopatia.
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Evolugéo Clonal

A aquisicdo de novas alterag8es citogenéticas no decurso da histéria natural da LLC é denominada
evolucao clonal.(328) Foi demonstrada a dinamina da evolucéo clonal em 20-40% dos casos de LLC,
ao observar-se diferencas entre os perfis citogenéticos ao diagnéstico e durante o follow-up (mais
propriamente, na altura da primeira linha terapéutica e aquando da recidiva ou refratariedade da
doenca).(240, 241, 250, 280, 295, 302, 303, 322, 330, 348, 397, 422-434). A maioria destas alteracdes
citogenéticas séo de alto risco (delecbes 17p e 11q) e a alteracdo citogenética de baixo risco mais
frequente é a delecdo 13q.(176, 328, 423, 435, 436) Quanto mais longo for o follow-up, maior a

probabilidade de vir a desenvolver uma nova alteragao citogenética.(330, 423)

A evolugéo clonal € um ponto-chave no desenvolvimento e recidiva da LLC. Baseado em estudos
citogenéticos e moleculares, foi demonstrado que multiplos clones podem ocorrer na LLC.(215, 295,
375, 428, 429, 437-441)

Existem dois padrdes de evolucéo clonal na LLC.(295, 428, 429, 439-441) O primeiro é caracterizado
por uma evolugdo linear, em que um Unico clone celular tem a acdo de sucessivos eventos que
desencadeiam a aquisi¢do de muta¢Bes adicionais. Pelo contrario, o segundo padrdo caracteriza-se

por uma evolugdo ramificada, no qual dois ou mais subclones coexistem e evoluem paralelamente.

O estudo da sequéncia do genoma identificou dois tipos de mutacfes que surgem em momentos
distintos da histéria natural da doenga. Assim, os eventos genéticos iniciais sao predominantemente
clonais (heterozigotia del13q, +12, mutacdes MYD88 e NOTCHL1), enquanto os eventos que surgem
no decorrer do follow-up sdo secundarios, sendo essencialmente subclonais (muta¢des TP53, ATM,
SF3B1 e dell13g homozig6tica).(295) Dele¢bes em 17p e 11q foram descritas como ocorrendo, tanto
em eventos iniciais ou tardios da doenca, o que pode explicar a heterogeneidade clinica destes
subgrupos de doentes.(325, 442)

Através do desenvolvimento de subclones mais aptos a pressdes ambientais seletivas, a doencga pode
evoluir com o tempo, podendo estes subclones ser substitutos clonais de um processo evolutivo,
sendo considerados fatores de risco independentes de mau prognéstico, numa forma mais agressiva
e/ou resistente da doenca.(295, 443, 444) N&o obstante, ha autores que defendem que do ponto de

vista clinico permanece controverso o impacto da evolugao clonal na sobrevida.(328)

Foi também demonstrado que a quimioterapia favorece a evolugao clonal, com o aparecimento e
dominio de subclones através das mutacfes que ocorrem mais tardiamente (TP53 ou SF3B1), com
proliferacdo e substituicdo para outro subclone ao longo do tempo.(75, 295, 304, 333) E importante
salientar que a prépria terapéutica pode induzir mutacdes de novo, conferindo maior aptidao a
determinados subclones.(445) No entanto, a completa substituicdo do novo subclone pode durar

meses ou anos.(429)

O processo oposto da evolugéo clonal (flutuacdo clonal), definido pelo desaparecimento de um ou

mais clones no follow-up, pode também ocorrer e ser visto em doentes tratados.(328, 423, 446)
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Os conceitos de equilibrio, competicdo e evolucdo clonais foram evidentes em estudos longitudinais,

avaliando o impacto de terapias citorredutoras.(295, 428, 429, 439-441)

Transformacéao

A transformacgdo de LLC para um Linfoma ndo Hodgkin de células B foi inicialmente descrita por
Richter (1928) e s6 com o passar do tempo o sindrome de Richter (SR) se tornou sinénimo de Linfoma
Difuso de Grandes Células B (LDCGB), Linfoma de Hodgkin (LH), LPL-B ou Leucemia Linfoblastica
Aguda de células B (LLA-B).(447-451) Atualmente reflete o desenvolvimento de LDCGB em doentes
com LLC ou LLC/LLPC.(367, 452, 453).

A incidéncia da transformacao de Richter, a partir LLC/LLPC para LDCGB, varia entre 2 a 9%.(447,
449, 454-458) Esta incidéncia aumenta até aos 16,2% aos 10 anos.(457) O tempo mediano desde o
diagnostico de LLC/LLPC até a transformacéo de Ritcher é de dois a quatro anos, embora estes
possam apresentar concomitantemente LLC/LLPC e Sindrome de Ritcher (SR).(322, 367, 453-455,
457, 459-461) As grandes células, caracteristicas do SR, evoluem normalmente através de uma
transformacgé&o de um clone celular de LLC, pela aquisi¢do de novas altera¢fes citogenéticas.(13) Em
60 a 100% dos casos com transformacgéo de Richter, a LDCGB esta clonalmente relacionada com a
LLC.(349, 455, 462, 463)

A progresséo para LPL-B é extremamente rara (82), (186, 196, 464), ocorrendo mais frequentemente
em doentes com IGHV ndo mutado e presenca da alteracdo citogenética +12.(186) Embora a maioria
dos casos de transformacéo para LPL-B representarem a transformac¢éo de um unico clone de LLC,
h& casos descritos em que os PL provinham de vérios clones de células patoldgicas.(465) Pouco se
sabe ainda acerca das altera¢gfes genéticas que estdo na base fisiopatologica desta transformacéo,
no entanto, ha trabalhos que descrevem uma possivel associagdo com a ocorréncia de rearranjos
MYC.(338)

Evolucgdo clonal e 0 seu papel naresisténcia a terapéutica

A maioria dos doentes com LLC responde inicialmente a terapéutica, no entanto ha casos de
quimiorrefratariedade primaria ou doentes que desenvolvem resisténcia a farmacos ao longo do
tempo, tornando-os mais dificeis de tratar.(466, 467) Define-se resisténcia a terapéutica a falta de

resposta ao tratamento ou recidiva em 6 meses.(468)

Muitos esforgos tém sido feitos na tentativa de caracterizar a LLC o mais profundamente possivel, de
forma a tentar predizer qual serd a sua histéria natural, quais serdo as melhores estratégias e
abordagens terapéuticas que possam evitar um desfecho mais sombrio. No entanto, existem ainda
muitas perguntas sem resposta, nomeadamente perceber qual a real importancia das alteragfes
citogenéticas detetadas ao diagndstico versus alteragfes citogenéticas secundarias (adquiridas no

decurso da doenca).
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Devido a constatacdo que o estudo citogenético € um vdlido preditor de gravidade da doenca,
recomenda-se a realizacdo da caracterizacdo citogenética imediatamente antes do inicio do
tratamento.(201, 469)

A descoberta de subclones geneticamente distintos na altura do diagndstico pode implicar
propriedades de crescimento agressivo.(42, 440, 470) Torna-se, portanto, de vital importancia
identificar alterac6es moleculares de baixo grau, que possam predizer resisténcia a terapéutica,
permitindo ajustar o tratamento em conformidade. O seguimento da heterogeneidade intratumoral, ao

longo do tempo, pode fornecer informacdes criticas sobre a dinamica clonal da LLC.(333)

O tratamento standard para a LLC em doentes jovens (idade inferior a 65 anos) e sem comorbilidades
é baseado na fludarabina-ciclofosfamida ou fludarabina-ciclofosfamida/rituximab (R-FC). Do total de
individuos que séo resistentes a fludarabina, 45% apresentam a delecdo 17p13 ou mutac¢des no gene
TP53.(285, 304, 308, 471) Doentes com dell7p parecem também ter resisténcia a regimes de
guimioterapia baseados em agentes alquilantes e/ou anélogos da purina.(313, 472) Por outro lado,
estes doentes podem responder a terapéuticas com alemtuzumab, podendo estar combinado com
outros agentes anti-leucémicos.(473, 474) A presenc¢a de mutagdes em TP53 prevé, de uma forma
clara, uma ma resposta a quimioterapia de primeira linha. Mais recentemente, alguns autores
defendem que doentes com mutacéo TP53 subclonal respondem melhor a terapéutica com inibidores-
alvo (por exemplo ibrutinib e idelalisib).(467, 475, 476)

Dos restantes 55% de doentes com resisténcia a fludarabina, cerca de 20% terdo a alteracéo
citogenética delllq. De facto, doentes com esta alteracdo citogenética apresentam uma ma resposta
a quimioterapia baseada em fludarabina e agentes alquilantes, pelo que esta alteracao citogenética
associa-se a progressao da doenga e menor sobrevida.(75, 203, 329, 349, 363, 477) A refratariedade
a terapéutica com fludarabina parece estar também associada a doentes com mutagdes recorrentes
nos genes NOTCH1, SF3B1 e BIRC3.(202, 203, 205, 285, 303, 345-348, 350, 363, 432)

Também se verificou a ocorréncia de resisténcia a terapéuticas inibidoras do BCR, homeadamente
ao ibrutinib (inibidor da tirosina quinase de Bruton).(478) Esta resisténcia esta ligada a mutacdes
ocorridas na tirosina quinase de Bruton e/ou PLCy2.(440, 441, 478-482)

Carcinomas secundarios

O risco de desenvolvimento de carcinomas secundarios em doentes com LLC tratados segundo

protocolo R-FC é 2,38 vezes mais elevado, comparativamente a populacéo geral.(483)
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Objetivo do estudo

A detecdo de alteragGes citogenéticas recorrentes tem sido de extrema relevancia para o
esclarecimento da heterogeneidade clinica da LLC, tendo as dele¢fes 11q, 13q, 17p e a trissomia 12
valores de prognostico conhecidos, desempenhando importantes papéis na patogénese e evolucao
daLLC.

Numa populacéo de doentes com LLC pretendeu-se analisar o impacto da presenca ou auséncia das
alteracdes citogenéticas trissomia do cromossoma 12, delecdo 13ql4, 11922, 17p13 (presentes ao
diagnostico) nas caracteristicas demograficas sexo e idade; nos parametros hematolégicos
leucdcitos, linfécitos, hemoglobina, plaquetas e prolinfocitos; nos pardmetros bioquimicos p2-M e
LDH; na presenca das comorbilidades AHAI, Tl e AEP; nos estadios Rai; na sobrevida livre de
terapéutica e sobrevida global.

Pretendeu-se analisar o impacto da aquisicao destas alteracdes citogenéticas no decurso da doenca,

para as caracteristicas atras referidas.

Analisar a variagdo de valores nos parametros hematoldgicos e bioquimicos atras referidos, entre o
momento do diagndstico e no momento anterior a terapéutica de 12 linha, assim como a variacdo dos
estadios Rai. Por fim, analisar a frequéncia das altera¢des citogenéticas (dele¢cdo 11922, 13q14,

17p13 e trissomia do cromossoma 12) adquiridas no decurso da doenca.
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Material e métodos

Através de um estudo observacional, do tipo de cohort retrospetivo, analisaram-se 227 doentes
diagnosticados com LLC, do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, E.P.E., na altura do
diagnéstico e durante o decurso da doenca, no periodo de tempo compreendido entre Abril/1998 e
Novembro/2015.

Do total dos doentes em estudo, 73 ndo possuiam alteragBes citogenéticas ao diagndstico nem
durante o decurso da doenca, tendo os restantes 154 alteracBes citogenéticas na altura do
diagndstico. Destes Ultimos, 26 adquiriram alteragdes citogenéticas no decurso da doenca
(secundarias). Foram utilizados critérios de diagnéstico de IWCLL e estadiamento segundo

classificacdo Rai.

Nos 227 doentes, obtiveram-se os dados relativos a idade, sexo, valor de leucécitos, de linfécitos, da
hemoglobina, das plaquetas, de prolinfocitos, da B2-microglobulina, da lactato desidrogenase, a
presenca de hipogamaglobulinémia e/ou de comorbilidades autoimune, estadio Rai e a presenc¢a das
alteracdes citogenéticas trissomia do cromossoma 12, delecdo 11922, delecdo 17pl3 e delegéo
13g14. Com base nestas altera¢fes citogenéticas os doentes foram divididos em 5 grupos: 1- sem
alteracdes citogenéticas; 2- com alteracao citogenética de bom prognéstico (delecdo 13g14); 3- com
alteracdo citogenética de progndstico intermédio (trissomia do cromossoma 12); 4- com alteracdes
citogenéticas de mau prognéstico (delecdo 17p13 e/ou 11g22); 5- com aquisicdo de alteracdes
citogenéticas no decurso da doenca (secundarias) dele¢des 13q14, 17p13, 11922 e/ou trissomia 12.
Foi ainda determinada a sobrevida livre de terapéutica e a sobrevida global nos cinco grupos.

A caracterizacdo da populacéo obtida encontra-se descrita na Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizagcdo da populagcdo com base na presenca/ auséncia e tipo de alteracles
citogenéticas, relativamente ao numero de doentes (N), percentagem (%), racio quanto ao sexo
(homens:mulheres) e idade média ao diagnostico (anos).

Grupos LLC com LLC com LLC com LLC com
LLC sem alteracédo alteracédo alteragdes aquisicdo de
alteragdes citogenética citogenética citogenéticas alteracdes
citogenéticas de bom de de mau citogenéticas
o prognostico  prognéstico  progndstico secundarias
Caracteristicas intermédio
N 73 58 37 59 26
Percentagem (%) 32,2% 25,6% 16,3% 26,0% 11,4%
Racio Sexo 1,2:1 15:1 0,85:1 1,8:1 1:1
n (Homens:Mulheres) (40:33) (35:23) (17:20) (38:21) (13:13)
Idade ao diagnostico 65,6+12.1 70,09,4 70,910,0 68,29,9 65,1+10,6
(anos) (x + DP)
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Tratamento estatistico

Foi utilizado o programa IBM SPSS Statistics 21 para analisar estatisticamente os dados previamente
recolhidos. Foram aplicadas medidas de estatistica descritiva, tais como medidas de tendéncia central
de disperséo, bem como medidas gréaficas, como diagramas de extremos e quartis, de disperséo e

gréficos de barras.

Foram utilizados os métodos t-Student para amostras independentes e amostras emparelhadas,
Wilcoxon, Qui-Quadrado da Independéncia, Kaplan-Meier e as estatisticas para as diferengas de
sobrevida entre os grupos log-Rank e ANOVA a um fator para amostras independentes. Foram
utilizados os testes Levene para avaliar a homogeneidade de resultados entre grupos de doentes com
LLC e, dependente deste resultado, foi usado o teste ANOVA a um fator e teste robusto para as
médias Welch. Por fim, foram utilizados os testes de comparacdes mdultiplas Games-Howell e
BonFerroni.
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Resultados

Caracterizacdo da populacéo geral

Nos 227 doentes estudados a idade média ao diagnostico de LLC foi de 68,3 anos, num intervalo
compreendido entre os 35 e 95 anos, observando-se o maior nimero de casos entre os 59 e 78 anos.
(Figura 1)
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Figura 1 - Distribuicdo etaria dos doentes com LLC.

Quanto ao género, 57% dos doentes estudados sdo homens (n=130) e 43% s&o mulheres (n=97). O
sexo masculino tem uma média de idades ao diagnéstico de 67,0 anos e as mulheres de 69,8 anos e

um ratio H:M=1,34:1. Esta distribuicdo etaria por sexo encontra-se representada na Figura 2.
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Figura 2 - Distribuicao etaria por sexo.
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O universo de doentes com LLC que entrou neste estudo foi dividido em 5 grupos, dependendo da
presenca/auséncia e tipo de alteragfes citogenéticas na altura do diagndstico e, no caso de as
possuirem, do prognostico associado a cada uma delas. O quinto grupo é constituido por doentes
que no decurso da doenca adquiriram novas alterag6es citogenéticas. Assim sendo, foram definidos
0s seguintes grupos: 1- Grupo de doentes sem alteragdes citogenéticas (grupo controlo); 2- Grupo de
doentes com alteracéo citogenética de bom prognéstico (delecédo 13q14); 3- Grupo de doentes com
alteracao citogenética de progndstico intermédio (trissomia do cromossoma 12); 4- Grupo de doentes
com alteracdes citogenéticas de mau prognéstico (delecdo 11922 e/ou 17p13); 5- Grupo de doentes
com alteragcdes citogenéticas secundarias (aquisicdo de, pelo menos, uma das alteracdes
citogenéticas atras referidas, no decurso da doenga).

Apéds esta divisdo foi possivel verificar que, ao diagnéstico, 67,8% dos doentes tinham alteractes
citogenéticas.

Tabela 4. Caracterizagcdo da populagcdo com base na presenca/ auséncia e tipo de alteracles

citogenéticas, relativamente ao numero de doentes (N), percentagem (%), racio quanto ao sexo
(homens:mulheres) e idade média ao diagndstico (anos).

Grupos LLC com LLC com LLC com LLC com
LLC sem alteracao alteracao alteracfes aquisicdo de
alteraces citogenética citogenética citogenéticas alteracOes
citogenéticas de bom de de mau citogenéticas
. prognostico  prognostico  prognostico secundarias
Caracteristicas intermédio
N 73 58 37 59 26
Percentagem (%) 32,2% 25,6% 16,3% 26,0% 11,4%
Racio Sexo 1,2:1 1,511 0,85:1 1,8:1 1:1
n (Homens:Mulheres) (40:33) (35:23) (17:20) (38:21) (13:13)
dade ao diagndstico | g5 6+12.1 70,0£9,4 70,910,0 68,2£9,9 65,1+10,6
(anos) (x + DP)

Nestes cinco grupos foram avaliados parametros hematimétricos, como o valor de leucécitos, de
linfécitos, de prolinfécitos, de hemoglobina e das plaquetas, assim como os parametros bioquimicos

B2-M e LDH em dois momentos: ao diagndstico (T0) e antes de iniciar terapéutica de 12 linha (T1).

e Comparacdo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos entre os 5 grupos

No momento do diagndstico (T0), obteve-se variagdo de valores estatisticamente significativa entre
0s 5 grupos para o parametro analitico Prolinfocitos (p=0,001). No momento anterior ao inicio da
terapéutica de 12 linha (T1), obtiveram-se variacdes de valores estatisticamente significativas para os
parametros analiticos: Leucdcitos (p<0,001), Linfécitos (p<0,001), Hemoglobina (p=0,034), Plaguetas
(p=0,003), B2-M (p=0,045), LDH (p<0,006) e Prolinfdcitos (p<0,001). (Tabela 5)

ApoGs realizar a comparacao entre grupos observou-se, na altura do diagndstico (T0): um aumento
estatisticamente significativo do valor de prolinfécitos no grupo com aquisicdo de alteragdes

citogenéticas no decurso da doenga, quando comparado com o grupo sem alteragfes citogenéticas,
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assim como quando comparado com o grupo com alteracéo citogenética de bom prognéstico. (Tabela

5 e Figura 5).

Antes do inicio da terapéutica de primeira linha (T1), observou-se: um aumento estatisticamente
significativo do valor de leucdcitos e de linfécitos no grupo com aquisicao de alteracdes citogenéticas
no decurso da doenga e no grupo com alteracdes citogenéticas de mau prognéstico, quando
comparados com 0 grupo sem alteracdes citogenéticas (Tabela 5 e Figura 3); uma diminuicao
estatisticamente significativa do valor de hemoglobina no grupo com alteracdo citogenética de
prognostico intermédio, quando comparados com o grupo sem alteracdes citogenéticas (Tabela 5 e
Figura 4); uma diminuicdo estatisticamente significativa do valor de plaquetas no grupo com aquisicao
de alteracdes citogenéticas no decurso da doenca e no grupo com altera¢des citogenéticas de mau
prognostico, quando comparados com 0 grupo com alteragdo citogenética de bom prognéstico; um
aumento estatisticamente significativo do valor de 32-M no grupo com alteragbes citogenéticas de
mau prognéstico, quando comparado com o grupo sem alteragBes citogenéticas; um aumento
estatisticamente significativo do valor de LDH no grupo com alteragdo citogenética de progndstico
intermédio, comparativamente o grupo sem altera¢des citogenéticas; um aumento estatisticamente
significativo da percentagem de prolinfécitos no grupo com aquisi¢éo de alteragées citogenéticas no
decurso da doenga e no grupo com alteragdes citogenéticas de mau progndstico, quando comparados
com o grupo sem alteragcBes citogenéticas, assim como quando comparado com 0 grupo com

alteracao citogenética de bom progndstico (Tabela 5 e Figura 5).
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Tabela 5. Valores hematimétricos e bioquimicos nos 5 grupos de LLC, ao diagnéstico (TO) e no momento
anterior a terapéutica de 12linha (T1)

LLC com LLC com LLC com LLC com
Grupos LLC sem alteragé@o alteragéo alteragbes aquisicéo de
alteracoes citogenética de  citogenética de  citogenéticas alteracdes
Caracteristicas citogenéticas bom prognéstico de mau citogenéticas
(x+ DP) progndstico intermédio prognéstico secundarias
Leuc6citos em TO (x10%L) 26 38+28.27 33,88+64,89 35,95+48,73 47,09+61,22 45,60+49,61 .
P DR
Leucécitos em T1 (x109%L) 39,59+37,60 57,27+71,95 57,21+63,02 95,13+81,05 95,21+89,42 )
(p) d) d) d) b) d) b) d)
Linfécitos em TO (x10°L) 20.84+26 36 28,64+64,06 27,13£35,01 36,01+37.04 36,20+40,08 .
P T
Linfocitos em T1 (x10%L) 33,90+36,02 50,58+71,09 47,18+53,62 82,13+66,82 85,41+83,80 2)
() d) d) d) b) d) b) d) e
Hb em TO (g/Dl) 132942 18 13,35+1,97 12,85+1,67 12,93+2,53 13,50+1,53 *
() o
Hb em T1 (g/dL) 12,92+1,98 12,46+2,38 11,72+1,73 11,78+2,44 12,65+2,03 i)
(p) d) d) b) d) d) d) -
Plaquetas em TO (x10°L) 189 23+77 58 206,78+84,17  199,35:108,26  168,39+60,28  181,54+75,16 -
P e
Plaguetas em T1 (x10°L) 174,42+80,45 198,18+102,15  189,79+122,84 145,02+62,37 131,81+74,37 a)
P d) c) d) c) d)
B2-M em TO (mg/L) 2774157 2,67+1,07 3,33+1,74 3,28+1,52 2,80+0,88 .
(V) T
B2-M em T1 (mg/L) 2,84+1,66 3,39+2,18 3,68+2,02 3,74+1,70 3,96+2,21 3)
(3) d) d) b) d) d) e
LDH em TO (UiL) 285.18+163.34 296,93+163,49  392,28+227,76  350,26%,314,8  267,00+96,36 -
() R
LDH em T1 (UlL) 346,41+168,48 439,76+£208,74  539,14+276,47 400,79+290,2 684,0+571,5 ‘;‘2
() d) d) b) d)
Prolinfécitos em TO (%) 0,92+1,87 0,64+1,84 3,35+6,00 3,60+7,30 6,27+8,71 a)
) b) c) e
Prolinfécitos em T1 (%) 1,58+4,48 1,114+2,32 4,41+6,20 5,62+8,01 6,73+7,37 )
) d) d) b) c) d) b) c) e

a) Valor de p<0,050, entre os cinco grupos;

b)  Valor de p<0,050, comparativamente ao grupo LLC sem alteragGes citogenéticas;
c) Valor de p<0,050, comparativamente ao grupo LLC com alterag8es citogenéticas de bom prognéstico;

d) Valor de p<0,050 entre o momento de diagnéstico e momento anterior a terapéutica de 12 linha, no mesmo grupo LLC (Teste

T-student);

* - Teste ANOVA; **- Teste Welch; ***- Teste de comparagdo Games-Howell; ****- Teste de comparagdo Bon Ferroni;

e Comparacdo dos parametros hematolégicos e bioquimicos entre os momentos TO e

T1, nos 5 grupos

No grupo sem alteracdes citogenéticas observou-se, entre 0s momentos TO e T1, um aumento

estatisticamente significativo do valor de leucdcitos e de linfdcitos e do valor da LDH; pelo contrario,

observou-se uma diminuicéo estatisticamente signficativa do valor da hemoglobina e das plaquetas.

(Tabela 5, figuras 3 e 4).

Tanto no grupo de doentes com alteracdo citogenética de bom progndstico, assim como no grupo

com alteragdo citogenética de progndstico intermédio, observou-se um aumento estatisticamente

significativo do valor de leucécitos, linfécitos, 2-M, LDH e prolinfécitos e uma diminuigédo

estatisticamente significativa do valor de hemoglobina.

No grupo com alteracdes citogenéticas de mau prognéstico,

observou-se um aumento

estatisticamente significativo do valor de leucdcitos, linfocitos, 2-M e prolinfocitos e uma diminuigédo

estatisticamente signficativa do valor da hemoglobina e das plaquetas.
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LINFOCITOS (X 10%9)

No grupo com aquisicao de alteracdes citogenéticas secundarias, entre TO e T1, observou-se um
aumento estatisticamente significativo do valor de leucdcitos, linfécitos e 2-M e uma diminuigédo

estatisticamente signficativa do valor da hemoglobina e das plaquetas. (Tabela 5, figuras 3 e 4)

VALOR DE LINFOCITOS NOS 5 GRUPOS DE LLC
NO MOMENTO DO DIAGNOSTICO E ANTES DA TERAPEUTICA DE 1° LINHA

p=0038
I < 0,001 |
100 [ I 5=0,006
p < 0,001 1
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60 " 0,001 p 0,015
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p < 0,001
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Sem alteragoes Com alteracdo citogenética Com alteracdo citogenética Com alteragbes Com aquisigao de
citogenéticas de bom prognéstico de prognéstico intermédio citogenéticas de mau alteragbes citogenéticas
prognostico secundarias
GRUPOS DE INDIVIDUOS COM LLC
w Linfocitos ao Diagndstico (x1079) m Linfocitos antes Terapéutica de 12 linha (x10"9)

Figura 3 - Valor de Linfocitos nos 5 Grupos de LLC,em TO e T1.
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HEMOGOBINA (G/DL)

%

VALOR DE HEMOGLOBINA NOS 5 GRUPOS DE LLC
NO MOMENTO DO DIAGNOSTICO E ANTES DA TERAPEUTICA DE 12 LINHA
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prognastico secundarias
GRUPQS DE DOENTES COM LLC

m Hemoglobina ao Diagndstico (g/dL) m Hemoglobina antes Terapéutica de 12 linha (x10"9)

Figura 4 - Valor de Hemoglobina nos 5 Grupos de LLC,em TO e T1.

VALOR DE PROLINFOCITOS NOS 5 GRUPOS DE LLC
NO MOMENTO DO DIAGNOSTICO E ANTES DA TERAPEUTICA DE 12 LINHA
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prognostico secundarias
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Figura 5 - Valor de Prolinfécitos nos 5 Grupos de LLC, em TO e T1.
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Comorbilidades autoimunes

Dos 227 doentes estudados, apenas 15,8% (n=36) tinham comorbilidades autoimunes (AHAI, AEP
ou TI). Como o valor de n é muito baixo, apenas se consideraram para o estudo estatistico 2 grupos:
o grupo de doentes com LLC sem alteracdes citogenéticas e um novo grupo denominado grupo de
doentes LLC com alteracGes citogenéticas, que englobava todos os grupos LLC com alteragtes

citogenéticas.

e Comparacdo da presenca de comorbilidades autoimunes no total de individuos, nos 2
grupos

Neste estudo a AHAI estava presente em 9,7% (n=22) dos 227 doentes. A minoria dos casos estava

incluida no grupo de doentes sem altera¢gdes citogenéticas (13,6%, n=3), estando a maioria incluida

no grupo de doentes com alteracdes citogenéticas (86,4%, n=19). O aumento observado neste grupo

foi estatisticamente significativo (p=0,046). (Figura 7)

Relativamente a aplasia eritroide pura, apenas 2,2% (n=5) tinham esta comorbilidade. Destes, 60%
(n=3) estavam presentes no grupo de doentes sem alteracdes citogenéticas, estando os restantes
40% (n=2) presentes no grupo com alteragbes citogenéticas. Devido ao baixo valor de doentes a
integrar a AEP, néo foi possivel efetuar a andlise estatistica e, desta forma, verificar se a diferenca

entre os 2 grupos foi estatisticamente significativa.

A trombocitopenia imune foi apenas observada em 4% dos doentes (n=9). Destes, a maioria integrava
o grupo de doentes com alteracfes citogenéticas (55,6%, n=5), estando a minoria integrada no grupo
de doentes sem alteragBes citogenéticas (44%, n=4) e 2,2% (n=5) estavam presentes nos grupos de
LLC com alteracdes citogenéticas (Figura 6). Devido ao mesmo motivo apresentado na AEP, na Tl

também nao foi possivel efectuar analise estatistica.

FREQUENCIA DE COMORBILIDADES AUTO-IMUNES NA LLC

B Anemia Hemolitica Auto Imune

M Aplasia Eritroide Pura

M Trombocitopenia Imune

Auséncia de Comorbilidades
Autoimunes

Figura 6 - Frequéncia de comorbilidades auto-imunes na LLC.
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Frequéncia da distribuicdo de casos de AHAI nos grupos com e sem alteracoes
citogenéticas

8

Percentagem (%)

30

20

10

Grupo Sem alteragoes Citogenéticas Grupo Com alteragdes Citogenéticas

Figura 7 - Frequéncia da distribuicao de casos de Anemia Hemolitica Autoimune, nos grupos
de LLC com e sem alterac8es citogenéticas.

Hipogamaglobulinémia

A hipogamaglobulinémia estava presente em 13,7% (n=31) dos 227 doentes estudados. Como o valor
de n é muito baixo, e & semelhanc¢a da analise feita para as comorbilidades auto-imunes, apenas se

consideraram para o estudo estatistico o grupo sem alteragbes citogenéticas e 0 grupo com
alteracdes citogenéticas.

e Comparacdo presenca da hipogamaglobulinémia no total de individuos, nos 2 grupos

Do total de doentes com hipogamaglobulinémia (n=31), a maioria integrava o grupo com alteracdes
citogenéticas (83,9%, n=26), estando os restantes integrados no grupo sem alteragfes citogenéticas

(16,1%, n=5). A diferenca entre os dois grupos foi estatisticamente significativa (p=0,035). (Figura 8)
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Frequéncia da distribuicdo de casos de Hipogamaglobulinémia nos grupos LLC com e sem
alteracoes citogenéticas

Percentagem (%)
g8 &8 8 8

N
(=}

=
o

Grupo Sem alteracoes Citogenéticas Grupo Com alteracoes Citogenéticas

Figura 8 - Frequéncia da distribuicdo de casos de Hipogamaglobulinémia, nos grupos de LLC com e sem
alteracdes citogenéticas.

Classificacdo de estadios Rai

e Comparacdo dos estadios Rai entre os 5 grupos

Obtiveram-se variagfes estatisticamente significativas entre os 5 grupos para os estadios Rai de baixo
risco (p=0,001) e de risco intermédio (p=0,045), na altura do diagnéstico (T0); e para os estadios Rai

de baixo e alto risco (p<0,001), no momento anterior a terapéutica de 12 linha (T1).

Apés realizar a comparacao entre grupos observou-se, na altura do diagnéstico (T0): um aumento
estatisticamente significativo de doentes incluidos no estadio Rai de baixo risco no grupo LLC sem
alteragdes citogenéticas, quando comparado com os grupos de intermédio e mau progndstico e,
ainda, com aquisicdo de alteracdes citogenéticas secunddrias, obtendo todos eles p<0,050; um
aumento estatisticamente significativo de doentes, também incluidos no estadio Rai de baixo risco,
no grupo LLC com alteracfes citogenéticas de bom progndstico, quando comparado com 0s grupos
de intermédio e mau prognéstico e com o grupo com aquisicdo de alteracBes citogenéticas
secundarias (p<0,001, p=0,004 e p<0,001, respetivamente); um aumento de doentes incluidos no
estadio Rai de alto risco no grupo LLC de mau prognéstico, quando comparado com 0 grupo com

aquisicdo de alteracdes citogenéticas secundarias (p=0,050). (Tabela 6)

a

Na altura anterior a terapéutica de 12 linha (T1), observou-se um aumento estatisticamente
significativo de doentes incluidos no estadio Rai de baixo risco no grupo LLC sem alteracdes

citogenéticas, quando comparado com 0s grupos de intermédio e mau progndstico e, ainda, com o
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grupo com aquisicdo de alteracdes citogenéticas secundarias, obtendo todos eles p <0,050; um

aumento de individuos incluidos no estadio Rai de alto risco no grupo LLC de mau prognostico,

qguando comparado com o grupo sem alteragfes citogenéticas e com 0 grupo com aquisicdo de

alterac6es citogenéticas secundarias (p=0,019 e p=0,031, respetivamente). (Tabela 6)

e Comparacdo dos estadios Rai entre os momentos TO e T1, nos 5 grupos

Em todos os grupos, exceto no grupo sem alteragfes citogenéticas, houve um aumento

estatisticamente significativo de doentes (p<0,050) a integrarem o estadio Rai de alto risco, entre os

momentos TO e T1. (Tabela 6 e figuras 9 e 10)

Tabela 6. Percentagem de doentes nos estadios Rai, para os 5 grupos de LLC

Grupos LLC

Estadios
Rai

% Rai de Baixo Risco (T0)
(n)
pvalue
% Rai de Baixo Risco (T1)
(n)

pvalue

% Rai de Risco Intermédio (T0)
(n)
p value
% Rai de Risco Intermédio (T1)
(n)

p value

% Rai de Alto Risco (T0)
(n)
p value
% Rai de Alto Risco (T1)
(n)

p value

Sem
altera-
¢coes
citogené-
ticas

63,0 %
(n=46)
c)d)e)
57,8 %
(n=37)
c)d)e)

19,2 %
(n=14)

21,9 %
(n=14)
e)

17,8 %
(n=13)

20,3%
(n=13)

a) Valor de p<0,050 entre os cinco grupos;
b)  Valor de p<0,050 entre 0 momento do diagnéstico e anterior a terapéutica de 12 linha;
c) Valor de p<0,050, comparativamente ao grupo com alteragdes citogenéticas de progndstico intermédio;

d) Valor de p<0,050, comparativamente ao grupo com altera¢cdes citogenéticas de mau prognoéstico;

Com
alteracédo
citogenética
de Bom
Prognéstico

67,3 %
(n=37)
c)d)e)
52,7 %
(n=29)
c)d)e)
b)
14,5 %
(n=8)

12,7 %
(n=7)
18,2 %
(n=10)

34,5%
(n=19)

b)

Com
alteracdo
citogenéti-
cade
prognos-
tico
intermédio
31,0 %
(n=9)

13,8 %
(n=4)
41,4%
(n=12)
31,0 %
(n=9)
27,6 %
(n=8)

55,2 %
(n=16)

b)

Com

alteracOes
citogenéticas
de mau
prognostico

36,4 %
(n=16)

20,5%
(n=9)

b)
29,5%
(n=13)

15,9%
(n=7)

34,1 %
(n=15)
e)
63,6 %
(n=28)
f) e)
b)

Com
alteracOes
citogené-
ticas
secunda-
rias

46,1 %
(n=12)

20,8 %
(n=5)

b)
30,8 %
(n=8)
16,7 %
(n=4)
23,1 %
(n=6)

62,5 %
(n=15)

b)

e) Valor de p<0,050, comparativamente ao grupo com aquisicdo de alteracdes citogenéticas no decurso da doenga;
f) Valor de p<0,050, comparativamente ao grupo sem alteragdes citogenéticas.

(entre
0os5
grupo
s)

a)

a)

a)

a)
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Percentagem dos estadios Rai ao diagndstico (T0) nos 5 grupos de LLC

Rai 0: baixo risco (%)
70

= Grupo sem alteragées
citogenéticas

= Grupo com alteragdo citogenética
de bom prognadstico

= Grupo com alteragdo citogenética
de prognaéstico intermédio

= Grupo com alteragoes citogenéticas
de mau prognastico

===Grupo com alteragdes citogenéticas
secundarias

Rai Ill e IV: alto risco (%) Rai | e ll: risco intermédio (%)

Figura 9 - Percentagem de doentes nos 3 estadios Rai ao diagnostico, nos 5 grupos de LLC.
Percentagem dos estadios Rai antes da terapéutica de 12 linha (T1) nos 5 grupos de LLC

Rai 0: baixo risco (%)
70

60

= Grupo sem alteragoes
citogenéticas

= Grupo com alteragdo citogenética
de bom prognéstico

= Grupo com alteracdo citogenética
de prognostico intermédio

= Grupo com alteracdes citogenéticas
de mau prognostico

===Grupo com alteragbes citogenéticas
secundarias

Rai Il e IV: alto risco (%) Rai | e ll: risco intermédio (%)

Figura 10 - Percentagem de doentes nos 3 estadios Rai antes da terapéutica de 12 linha, nos 5 Grupos de LLC.
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Analises de sobrevivéncia

e Sobrevida Livre de Terapéutica nos 5 grupos

O valor da sobrevida livre de terapéutica (em meses) para os diferentes grupos de LLC e as respetivas

curvas de sobrevida estéo representadas na Tabela 7 e na Figura 11.

Tabela 7. Sobrevida Livre de Terapéutica (meses)

Média
Intervalo Confianca
Grupo de doentes com LLC Sobrevida  Desvio 95%
Estimada Padréo Limite Limite
Inferior Superior
Sem alteragdes citogenéticas 123,2 7,1 109,2 137,2
" & De bom progndstico 102,8 13,9 75,5 130,1
= @% De prognéstico intermédio 62,7 9,5 44,0 81,5
358 De mau prognéstico 64,0 9,0 46,4 81,5
GE= Com aquisicéo de alteragfes
© 49,7 8,0 33,9 65,4

citogenéticas no decurso da doenca

Como expectavel, observaram-se diferencas estatisticamente significativas entre o grupo sem
alteracdes citogenéticas e os restantes grupos em estudo. Esta diferen¢a traduz-se num grafico de
sobrevida livre de terapéutica em que, no grupo sem alteragfes citogenéticas, mais de 80% dos

doentes ao fim de 150 meses continua livre de terapéutica (Figura 11).

Também se verificou uma diferenga estatisticamente significativa entre o grupo com alteracédo
citogenética de bom prognéstico e o grupo com aquisi¢éo de alteracdes citogenéticas no decurso da

doenca. Os restantes grupos apresentam semelhantes curvas de sobrevida livre de terapéutica.
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Sobrevida Livre de Terapéutica nos 5 Grupos de LLC

1,04 T
0,94
Grupos de LLC
0,84
+—t  —I1Sem Alteragdes
o —IBom Progndstico

—Intermédio Progndstico

—IMau Prognaéstico

1 Aquisicdo de alteractes
citogenéticas secundarias

0,6

Probabilidade Cumulativa
o
o
|

0,47 e o
0,37
021 _’
0,17
0,07
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Tempo (meses)

Figura 11- Sobrevida livre de terapéutica nos 5 grupos de doentes com LLC. a) Valor de p=0,029,
comparativamente ao grupo com alteracdo citogenética de bom progndstico; b) Valor de p=0,004,
comparativamente ao grupo com alteracdo citogenética de progndstico intermédio; ¢) Valor de p=0,001,
comparativamente ao grupo com alteragcfes citogenéticas de mau prognoéstico; d) Valor de p<0,001,
comparativamente ao grupo com aquisi¢do de alteragdes citogenéticas secundéarias; e) Valor de p=0,020,
comparativamente ao grupo com aquisi¢cao de alteragdes citogenéticas secundarias.
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e Sobrevida Global

Numa primeira analise da sobrevida global, os doentes foram divididos em 2 grupos: um sem
alteracdes citogenéticas e outro com alteracdes citogenéticas ao diagndstico. O primeiro grupo tem
uma sobrevida global de 165,9 +9,5 meses, descendo no segundo grupo para os 118,5 +6,5 meses,

sendo esta diferenca estatisticamente significativa. (Tabela 8 e Figura 12)

Tabela 8. Sobrevida Global dos grupos com e sem altera¢cdes citogenéticas (meses).

Média
Intervalo Confianca
Grupo de doentes com LLC Sobrevida  Desvio 95%
Estimada Padréo Limite Limite
Inferior Superior
Sem alteracdes citogenéticas 165,9 9,5 147,3 184,6
Com alteragfes citogenéticas 118,5 6,5 105,7 131,3

Sobrevida Global no Grupo Controlo e no Grupo com
alteracgoes citogenéticas

1,07
0,87 Grupos de doentes:
- I Sem alteragdes
& citogenéticas
®
= A ~
2 06- C.om altferagoes
=] citogenéticas
O
(7]
°
®
2
E 0.4
QE. p=0,013
0,24
0,0
T T T T T T
0 50 100 150 200 250

Tempo (meses)

Figura 12- Sobrevida global no grupo sem alteragdes citogenéticas e no grupo com alteracdes
citogenéticas
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Posteriormente dividiram-se os doentes nos cinco diferentes grupos em estudo, analisando-se a

sobrevida global para cada grupo. (Tabela 9 e Figura 13)

Como esperado, observaram-se diferencas estatisticamente significativas entre o grupo sem

alterac6es citogenéticas e os grupos com alteragbes citogenéticas de progndstico intermédio e de

mau prognostico. Ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre os restantes

grupos em estudo.

Tabela 9. Sobrevida Global nos 5 Grupos de LLC (meses)

Grupo de doentes com LLC

Sem alteragBes citogenéticas
De bom progndstico

De prognéstico intermédio
De mau progndstico

Com aquisicéo de alteracdes
citogenéticas secundarias

Com alterac6es
citogenéticas

38

Média
Intervalo Confianca
Sobrevida Desvio 95%
Estimada Padrédo Limite Limite
Inferior Superior
165,9 9,5 147,3 184,6
128,4 10,6 107,6 149,3
103,8 13,2 77,9 129,6
109,7 14,2 81,8 137,5
123,4 11,8 100,3 146,6



Sobrevida Global nos 5 Grupos de LLC
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Figura 13 - Sobrevida Global nos 5 Grupos de LLC. a) Valor de p=0,024, comparativamente ao grupo com
alteracdo citogenética de progndstico intermédio; b) Valor de p=0,008, comparativamente ao grupo com
alteracdes citogenéticas de mau progndostico.

e Anélise das alteragdes citogenéticas adquiridas no decurso da doenca

Relativamente ao grupo de LLC com aquisicdo de alteragfes citogenéticas secundarias (grupo 5),
observou-se que 29% dos doentes (n=11) adquiriram a alteracao citogenética del13q14. A média de
sobrevida global para esta alteracao citogenética é de 105,2 +16,67 meses, ndo se verificando uma
variacao estatisticamente significativa, face a auséncia desta alteracdo citogenética secundaria
(p=0,427).

A alteracao citogenética secundaria mais frequente foi a del17pl13, estando presente em 39,5% dos
doentes (n=15). Esta alteracdo citogenética obteve uma sobrevida global média de 118,3 +16,1
meses, ndo se observando uma variacdo estatisticamente significativa entre a presenca e a auséncia

desta alteragdo citogenética secundaria (p=0,388).
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Foi ainda possivel observar que 23,7% destes doentes (n=9) adquiriram a alteragdo citogenética
secundaria del11g22, cuja média de sobrevida é de 131 £20,0 meses e, COMO NOS casos anteriores,
ndo houve uma variagdo estatisticamente significativa entre ter, ou néo ter, esta alteragéo citogenética
secundaria (p=0,885).

Relativamente a aquisicao da trissomia do cromossoma 12, apenas 7,8% dos individuos (n=3)
adquiriram esta alteracdo citogenética no follow-up. (Figura 14) Devido ao baixo nimero de doentes

com a alteragéo citogenética secundaria +12, ndo foi possivel fazer a sua analise estatistica.

A maioria (63,2%) das alteracdes citogenéticas adquiridas no decurso da doenca € considerada de
mau prognéstico (presenca das dele¢8es 11q e/ou 17p). (Figura 14)

Percentagem das alteracOes citogenéticas secundarias

N W W B
v o v O

Percentagem (%)
N
o

15
10
5
0 Alteragoes citogenéticas
M Trissomia 12 Hdel11g22 M del17p13 Hdel13q14
n=3 n=9 n=15 n=11

Figura 14 - Percentagem das alteragdes citogenéticas secundarias.
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Discussao

Dados Demograficos

No presente estudo a idade média ao diagnostico de LLC é de 68 anos, variando entre 65,1 e 70,9
anos, nos 5 grupos criados. Estes valores estédo de acordo com varios autores, que confirmam que a
média de idade ao diagndstico se fixa entre os 65 e os 71 anos.(107, 379, 415, 484-487)

Apenas 6,17% e 9,69% dos doentes tém idade ao diagnéstico inferior a 50 anos e 55 anos (n=14 e
n=22), respetivamente, estando de acordo com estudos efetuados na Europa e nos Estados Unidos
da América, que concluiram que apenas 5 a 11% dos doentes com LLC tinham idades ao diagnéstico
inferiores a 50-55 anos.(485, 488, 489) Outros estudos europeus indicam que 7 a 20% dos doentes
com esta patologia tém idade inferior a 55 anos ao diagnéstico.(13, 373, 415, 490-492) Os valores
obtidos neste estudo comprovam porque se considera a LLC uma doenca do idoso, tendo uma
incidéncia aumentada com o avancar da idade(104, 379, 485), sendo a idade jovem um fator
independente de bom prognéstico, associada a maior sobrevida.(493) N&o obstante, Parikh et al
concluiu que doentes jovens com LLC, tém perfis moleculares de risco e clinica adversa (estadio Rai
e status mutacional IGHV)(494), havendo outros estudos que concluiram que o facto de os doentes
serem jovens ou idosos ndo tem correlacdo estatistica com a sobrevida global do doente.(373, 491,
492, 495)

Quanto ao racio homem/ mulher (H:M), este é quase sempre superior a 1 (hunca chegando a ser
superior a 2). Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos na bibliografia, que
descrevem um predominio do sexo masculino na LLC (tabela 4).(13, 96, 105, 484, 489). De salientar
gue no grupo de individuos com LLC com mau prognéstico, o racio (H:M) foi de 1,8:1. Esta maior
incidéncia pode ser devida pela presenca da alteragao citogenética del11g22 neste grupo, uma vez

gue Gribben JG, et al associou a presenca desta alteragao citogenética com o sexo masculino.(13)

Foi possivel verificar que 68% dos doentes tinham alteracdes citogenéticas ao diagndstico, estando

préximo dos valores obtidos em varios estudos.(75, 217, 496)

Parametros hematoldégicos

Os valores de leucécitos e linfécitos tiveram comportamentos semelhantes neste estudo, aumentando
0 seu valor absoluto ao longo do tempo (diminuindo apenas na aplicacdo de linhas terapéuticas),
estando de acordo com varios autores.(373, 381, 386) Os valores minimos foram verificados no grupo
sem alteragbes citogenéticas. Bairey et al, ja tinha demonstrado que a auséncia de alteragbes
citogenéticas conferia um menor valor de leucdcitos ao diagndstico, sendo este facto associado a
melhor prognostico.(493) Por sua vez, o valor maximo de leucécitos ao diagndstico (47,09x10%/L) foi
verificado no grupo com alteracBes citogenéticas de mau progndstico, estando de acordo com o
estudo de Dohner et al.(75) O valor aumentado de leucécitos foi identificado por Krober et al, como
um fator de mau prognéstico independente na LLC (226), e relacionado com menor sobrevida livre
de terapéutica e sobrevida global.(373, 377, 381, 383, 386)
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Relativamente ao valor de linfécitos, Aoun et al concluiu que valores absolutos de linfécitos > a
30x10°L ao diagnéstico, estavam associados a menor sobrevida global. No presente estudo, esses
valores foram obtidos no grupo com alteracdes citogenéticas de mau progndéstico e no grupo com
alteraces citogenéticas secundarias, apresentando 36,01x10%L e 36,20x10%L, respetivamente.

O valor de hemoglobina e o nimero de plaquetas tiveram comportamentos semelhantes, havendo
diminuicdo dos seus valores no decurso da doenca (entre TO e T1) em todos os grupos de LLC.
Enquanto no parametro hemoglobina esta diminuicdo de valores foi estatisticamente significativa em
todos os grupos, no paradmetro plaquetas esta diminuicdo foi estatisticamente significativa apenas
para os grupos com alteracdes citogenéticas de mau prognéstico e secundarias. Del Guidice et al
verificou que a diminuigdo significativa destes dois par@metros estava associada a menor sobrevida

livre de terapéutica.(497)

Ao diagnostico, o grupo com alterag@es citogenéticas de mau progndstico apresentava o valor mais
baixo de plaquetas e, juntamente com o grupo com alteracéo citogenética de progndstico intermédio,
apresentavam os valores mais baixos de hemoglobina, contudo estes valores diminuidos néo
obtiveram variacdo estatisticamente significativa com os restantes grupos. O mesmo resultado foi

obtido noutros estudos, mas com evidéncia estatistica.(75, 498)

O grupo com alteracdes citogenéticas secundarias (em TO e T1) e o grupo com alteracdes
citogenéticas de mau prognéstico (em T1) estdo estatisticamente associados a valores aumentados
de prolinfdcitos. (Figura 5 e tabela 5) Estudos previamente efectuados ja tinham associado a presenca
e/ou valor aumentado de prolinfdcitos com uma progresséo mais rapida da doenga, menor sobrevida,
estadios de doenga avancados, presenca de alteragdes citogenéticas e anomalias da p53.(186, 191,
192, 464) E importante referir que o valor de prolinfocitos aumentou ao longo do tempo, em todos 0s

grupos.

Parametros bioguimicos

Os valores de 2-M e LDH aumentaram em todos os grupos, entre TO e T1. O grupo com alteracéo
citogenética de progndstico intermédio foi o que apresentou maior valor de LDH ao diagnostico,
estando de acordo com o estudo realizado por Aoun et al.(499) N&o obstante, Van Bocktaele et al,
associou a presenca de valores elevados de LDH com a presenca da alteragdo citogenética
del17p.(372)

Por sua vez, a presenca de alteragcbes citogenéticas de mau prognéstico foi estatisticamente

associada a valores aumentados de f2-M, no momento anterior a terapéutica de 12 linha.
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Comorbilidades autoimunes

Neste estudo, a frequéncia das comorbilidades autoimunes foi de 15,8% (n=36). A ocorréncia de AHAI
foi a mais frequente (9,7%), seguida da Trombocitopenia Imune (4,0%) e por fim a Aplasia Eritréide
Pura (2,2%).(Figura 6) Estas frequéncias estdo em conformidade com a bibliografia existente, a qual
refere que a AHAI é a doenca autoimune mais frequente na LLC entando presente entre 5 a 10% dos
casos, enquanto a Trombocitopenia Imune e Aplasia Eritr6ide Pura sdo mais raras.(125, 136, 141)
No nosso estudo observou-se um aumento estatisticamente significativo da presenca de AHAI nos
doentes com alteracfes citogenéticas (p=0,046).(Figura 7) A AHAI esta normalmente presente nos

estadios avancados da doenca, como afirmam Hodgson et al e Barcelli et al.(127, 136)

Hipogamaglobulinemia

Neste estudo a hipogamaglobulinémia esta presente em 13,7% (n=31) dos doentes. Este valor é
ligeiramente inferior ao detetado noutros estudos, no qual apontam que a hipogamaglobulinémia
ocorre em 25% dos casos diagnosticados de LLC.(154) Foi possivel observar que a ocorréncia de
hipogamaglobulinémia esta estatisticamente associada com a presenca de alteracdes citogenéticas
em LLC (p=0,035).(Figura 8) Num estudo efetuado em 2016, Andersen et al concluiu que a ocorréncia
de hipogamaglobulinémia é superior em doentes com a altera¢@o citogenética dell7p e quando
presente ao diagnéstico de LLC, esta associada com menor sobrevida global, com impactos negativos

na sobrevida livre de terapéutica. (500)

Estadios clinicos de Rai

Como esperado, verificou-se um aumento estatisticamente significativo de doentes incluidos no
estadio Rai de baixo risco, no grupo LLC sem alteragBes citogenéticas e no grupo com alteracdes
citogenéticas de bom progndstico, quando comparado com o0s grupos de intermédio e mau
prognoéstico e ainda com o grupo com alteracdes citogenéticas secundarias, obtendo todos eles um
valor de significancia de p<0,050, estando de acordo com Shanafelt et al.(376). Entre 0 momento do
diagnostico e 0 momento terapéutica de 12 linha, observou-se que estes dois grupos mantiveram
praticamente as mesmas percentagens de doentes no estadio Rai de baixo risco, sendo por isso o

grupo mais representativo.

No grupo com alterac¢8es citogenéticas de mau prognéstico, no momento anterior a terapéutica de 12
linha, verificou-se um aumento de individuos no estadio Rai de alto risco, quando comparado com o
grupo sem alteragdes citogenéticas e com o grupo com alteracgdes citogenéticas secundarias. Neste
grupo, a maioria dos doentes estavam no estadio Rai de alto risco, estando de acordo com o0s estudos
de Dohner et al e Lai et al.(75, 501)

Apesar de no grupo de doentes com a alteragdo citogenética de progndstico intermédio a maior
percentagem de doentes (ao diagndstico) estar integrado no estadio Rai de risco intermédio, ndo se
obteve uma variacdo de doentes estatisticamente significativa com os restantes grupos, estando de

acordo com o estudo de Aoun P, et al.(499)
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Em todos os grupos, exceto no grupo sem alteracfes citogenéticas, (entre TO e T1) houve um
aumento estatisticamente significativo de doentes (p<0,050) a integrarem o estadio Rai de alto risco,
comprovando que a LLC é uma doenca caracterizada pela evolugdo, principalmente na presenca de

alteracOes citogenéticas de alto risco.(217, 472, 502, 503)

Andlises de sobrevivéncia

= Sobrevida livre de terapéutica

O presente estudo demonstra, ao contrario do estudo de Dohner et al, que a auséncia de alteracdes
citogenéticas confere maior sobrevida livre de terapéutica, comparativamente a presenca da alteracéo
de bom progndstico del13g14.(75) No grupo de doentes sem altera¢gBes citogenéticas, a sobrevida
livre de terapéutica média estimada foi de 123,2 meses, sendo este valor diferente do estudo efetuado
por Dohner et al, que obteve 49 meses.(75) No grupo de doentes com a alteracdo citogenética de
bom prognéstico, a sobrevida livre de terapéutica média estimada foi de 102,8 meses, proximos dos

valores obtidos por Dohner et al (92 meses).

Além da auséncia de alteracdes citogenéticas conferir maior sobrevida livre de terapéutica,
comparativamente ao grupo com alteracdes citogenéticas de bom prognéstico, confere ainda maior
sobrevida livre de terapéutica face a todos os grupos com alteragdes citogenéticas, sendo a variacao
de valores estatisticamente significativa. Observando o gréfico de Kaplan-Meier (Figura 11) foi
possivel verificar que a curva de sobrevida livre de terapéutica do grupo de doentes sem alteracdes
citogenéticas, (por exemplo) entre 0 quinto e o vigésimo més, ndo sofreu altera¢des, apresentando a
melhor sobrevida livre de terapéutica de entre todos os grupos (95%, aproximadamente). A variacao
de sobrevida livre de terapéutica deste grupo, comparativamente aos 4 grupos com alteracdes
citogenéticas, foi estatisticamente significativa sendo, por isso, possivel afirmar que a auséncia de
alteracdes citogenéticas confere maior sobrevida livre de terapéutica e, por sua vez, a presenca de

alteracdes citogenéticas confere menor sobrevida livre de terapéutica.

De entre os grupos de doentes com altera¢gBes citogenéticas, foi possivel determinar que a presenca
da alteracgéo citogenética de bom prognostico del13g14 confere melhor sobrevida livre de terapéutica,
tendo uma variacdo de valores estatisticamente significativa comparativamente aos doentes com
alterac6es citogenéticas secundarias (p=0,020). Observando a curva de Kaplan-Meier € possivel
extrapolar esta diferenga, pois (por exemplo) ao vigésimo més, no grupo com alteragdo citogenética
de bom progndstico, 85% dos casos encontravam-se livre de terapéutica, 77% dos casos no grupo
com alteragdo citogenética de progndstico intermédio, 73% no grupo com alteragdes citogenéticas de

mau prognéstico e 63% no grupo com alteracdes citogenéticas secundarias.

No presente estudo, o grupo de doentes com a alteracéo citogenética de progndstico intermédio e o
grupo com alteragdes citogenéticas de mau prognostico obtiveram uma sobrevida livre de terapéutica
média estimada de 62,7 e 64,0 meses respetivamente. Estes resultados foram diferentes dos obtidos

por Dohner et al, que obteve 33 meses de sobrevida livre de terapéutica no grupo com a alteracéo
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citogenética de prognéstico intermédio e obtendo para as alteracdes citogenéticas de mau
prognostico delllqg e dell7p, sobrevida livre de terapéutica média de 13 e 9 meses,
respetivamente.(75)

No grupo de doentes com alteracBes citogenéticas secundarias, a sobrevida livre de terapéutica
média estimada foi de 49,7 meses, sendo a mais baixa obtida neste estudo. Este valor €, em parte,
devido a alguns doentes deste grupo que comecaram o tratamento de 12 linha logo apés o
diagnostico, o que explica a pior sobrevida livre de terapéutica no més zero, comparativamente aos

restantes grupos.

Estes dados evidenciam que a sobrevida livre de terapéutica nos doentes com LLC esta dependente
da presenca e tipo de alteracdes citogenéticas, estando a sua presenca associada a menor sobrevida
livre de terapéutica e, pelo contrario, a sua auséncia associada a maior sobrevida livre de terapéutica.
Adicionalmente, a aquisicdo de alteracdes citogenéticas no decurso da doenca confere pior sobrevida

livre de terapéutica.

= Sobrevida global

Dividindo os doentes em apenas dois grupos (com e sem alteracdes citogenéticas), foi possivel
concluir que a presenca de alteracdes citogenéticas confere menor sobrevida global (118,5 meses)
e, por sua vez, a auséncia de altera¢fes citogenéticas confere maior sobrevida global (165,9 meses),
sendo esta variagdo de valores estatisticamente significativa (p=0,013) e estando de acordo com
outros estudos publicados.(75, 89) No grupo sem alteracdes citogenéticas a sobrevida global aos 5
anos foi de 84% e aos 10 anos de 77%, tendo valor similar ao estudo de Rossi et al, aos 5 anos

(sobrevida global de 86%), mas diferente aos 10 anos (sobrevida global de 12%).(241)

Analisando o grafico de Kaplan-Meier, verifica-se que nos primeiros 50 meses os dois grupos tém
comportamentos muito semelhantes, contudo, a partir do més 50, as curvas de sobrevida afastam-
se, apresentando o grupo sem alteragfes citogenéticas (por exempo) no més 94 uma probabilidade
de sobrevida global de 75,2%, sendo este valor muito superior ao obtido no grupo com alteracdes
citogenéticas (59,9%). (Figura 12)

Ao subdividir os doentes nos cinco grupos inicialmente definidos, verifica-se como esperado que o
grupo sem alterag@es citogenéticas se mantém como o grupo com maior sobrevida global, contudo
apenas obtendo variacdes de valor estatisticamente significativos, quando comparado com 0s grupos
com alteracdes citogenéticas de progndstico intermético e mau prognéstico (p=0,024 e p=0,008,
respetivamente). Observando o gréafico de Kaplan-Meier (Figura 13) é possivel verificar que a curva
de sobrevida do grupo de doentes sem alteragfes citogenéticas estabiliza e afasta-se das restantes
a partir do nonagésimo quarto més apds o diagnostico de LLC, mantendo uma sobrevida de 75%,

enquanto os grupos com alteracdes citogenéticas tém valores de sobrevida inferiores a 60%.

Relativamente as curvas de sobrevida global dos grupos com alteracbes citogenéticas, estas tém

comportamentos bastante semelhantes e, por isso, entre estes grupos nenhum tem variagcdes de valor
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estatisticamente significativos. O grupo com alteracdo citogenética de bom progndstico apresentou o
segundo maior valor de sobrevida global (128,4 meses), estando muito proximo do valor obtido por
Dohner et al (133 meses).(75, 89, 504) Neste grupo, a sobrevida global aos 5 anos foi de 81% e aos
10 anos de 57%, em linha com as obtidas por Rossi et al, que apresentavam uma sobrevida global
aos 5 anos de 87% e aos 10 anos de 69%.(241)

O grupo com alteracdo citogenética de prognéstico intermédio apresentou a pior sobrevida global
(103,8 meses), estando de acordo com varios estudos, que obtiveram uma associacdo entre esta
alteracao citogenética e menor sobrevida livre de terapéutica e global.(89, 224, 504, 505) Neste grupo,
a sobrevida global aos 5 anos foi de 62%, e aos 10 anos de 58%. Resultados similares foram obtidos

por Rossi et al, com uma sobrevida global aos 5 anos de 78%, e aos 10 anos de 57%.(241)

O grupo com alteragBes citogenéticas de mau progndstico apresentou a segunda menor sobrevida
global (109,7 meses), estando de acordo com varios estudos, que apontam a del17p13 e a del11g22
como fatores de prognostico independentes, apresentando menor sobrevida livre de tratamento e
global.(75, 85, 89, 217, 284, 307, 330, 379, 397, 431, 471, 472, 502, 503, 506-510) Neste grupo, a
sobrevida global aos 5 anos foi de 73% e aos 10 anos de 44%, estando proxima dos valores de Rossi
et al, que refere que a presenca da del17p13 tem uma sobrevida global de 51% aos 5 anos, e 29%

aos 10 anos; e a alteracao citogenética del11g22 de 66% aos 5 anos e 37% aos 10 anos.(241)

O grupo com alterag8es citogenéticas secundarias apresentou uma sobrevida global média de 123,4
meses, tendo aos 5 anos uma sobrevida de 83%, e aos 10 anos de 56%. A alteragc&o citogenética
secundéria mais frequente foi a dell7pl3, seguida das alteracdes citogenéticas dell3ql4d e a
dell1g22, com percentagens de 39,5%, 29% e 23,7%, respetivamente, estando em linha com outros
estudos publicados.(176, 295, 325, 328, 423, 435, 436, 442)
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Conclusao

O presente estudo visava analisar o impacto das alteracdes citogenéticas (deleces 13q14, 11922,
17p13 e trissomia 12) nos parametros hematolégicos e bioquimicos, assim como na presenca de
comorbilidades autoimunes, hipogamablobulinémia, sobrevida livre de terapéutica e global,

subdivididas pelo grau de prognostico associado.

Observou-se um ligeiro predominio do sexo masculino na ocorréncia da LLC.

Desde o diagnéstico até ao momento da terapéutica de 12 linha, os valores de leucdcitos e linfécitos
aumentam, e os valores de hemoglobina diminuem de uma forma estatisticamente significativa,
independentemente da presenca ou tipo de altera¢des citogenéticas (dele¢bes 13914, 17p13, 11922

e trissomia 12).

A auséncia de alteracdes citogenéticas na LLC confere maior sobrevida livre de terapéutica e global.
A presenca da alteracdo citogenética de bom progndstico (delecdo 13g14) confere também maior

sobrevida livre de terapéutica. Ambos os grupos estao associados a estadio Rai de baixo risco.

A presenca de alteracdes citogenéticas esta, por sua vez, estatisticamente associada a ocorréncia de

AHAI e hipogamaglobulinémia.

As alteracdes citogenéticas de mau progndstico (delegdes 11922 e 17p13) estdo estatisticamente
associadas a valores aumentados de leucécitos, linfdcitos, prolinfécitos, 2-Microglobulina e valores
diminuidos de plaguetas no momento anterior a terapéutica de 1° linha. Estas altera¢cdes citogenéticas

estdo ainda associadas a estadio Rai de alto risco e a menor sobrevida livre de terapéutica e global.

A presenca de alteragfes citogenéticas secundarias esta estatisticamente associada a valores
aumentados de prolinfécitos ao diagndstico, assim como a valores aumentados de leucdcitos,
linfécitos, prolinfocitos e valores diminuidos de plaguetas, no momento anterior a terapéutica de 12
linha. Estas altera¢cdes citogenéticas secundéarias estdo ainda associadas a menor sobrevida livre de
terapéutica. A maioria das alteragdes citogenéticas adquiridas no decurso da doenga (63,2%) séo de

mau prognéstico, sendo que a alteracao citogenética secundaria mais frequente foi a del17p13.
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