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RESUMO

Introducdo: A Leucemia Linfocitica Cronica € uma das patologias linfoproliferativas
mais frequentes no mundo ocidental. E caracterizada por linfocitose monoclonal
persistente e adenopatias localizadas ou generalizadas. Apesar da apresentacdo clinica
inicial, a evolucéo é heterogénea, o que se traduz por uma sobrevivéncia variavel entre 2
a 12 anos. Para além dos factores de progndstico clinicos, surgem novos marcadores
citogenéticos com impacto na sobrevivéncia livre de doenca e sobrevivéncia global dos

doentes com Leucemia Linfocitica Croénica.

Objectivo: Analisar as caracteristicas clinicas e bioldgicas ao diagnostico de doentes
com Leucemia Linfocitica Cronica diagnosticados nos Hospitais da Universidade de
Coimbra num periodo de 10 anos (1999-2009), e comparar com a evolucdo e a

sobrevivéncia global dos doentes.

Metodologia: Foi efectuado um estudo retrospectivo que identificou 159 doentes (90
homens e 69 mulheres) com Leucemia Linfocitica Crdnica segundo os critérios de 2008
da Organizacdo Mundial de Salde, recorrendo a diferentes marcadores biol6gicos por
citometria de fluxo e por FISH (fluorescence in situ hybridization). A analise estatistica

dos dados foi feita recorrendo a versdo do SPSS 19.0.

Resultados: Nos 159 doentes estudados, observou-se um predominio do sexo
masculino (M) relativamente ao feminino (F), sendo a relacdo M/F de 1.3:1 e a idade
mediana ao diagndstico de 73 anos (43-96). A forma de apresentacdo ao diagnostico

incluiu: linfocitose, com mediana de 15,5 G/L (5,4-173), adenopatias em 78 doentes
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(49%) e esplenomegalia e/ou hepatomegalia em 27 doentes (15%). Pelo sistema de
estadiamento Rai, 63% dos doentes (n=100) pertenciam ao grupo de baixo risco, 27%
(n=43) ao grupo de risco intermédio e 10% (n=16) ao grupo de alto risco. A expressdo
de ZAP-70 e CD38 por citometria de fluxo foi efectuada em 110 doentes e mostrou que
15 doentes (17%) tinham positividade para estes dois marcadores (CD38+; ZAP70+). O
estudo das alteragfes cromossdmicas por fluorescence in situ hybridization revelou que
cinquenta e um doentes (32%) ndo tinham anomalias cromossdémicas, cinquenta e um
(32%) tinham deleccdo do 13q, vinte e dois (14%) trissomia 12, dezoito (11%) deleccao
do 11qg e em dezoito doentes (11%) foi identificada a delecgdo do 17p. Sessenta (36%)
doentes apresentaram doenca progressiva num periodo mediano de dezoito meses (0-
120). Pelo sistema de estadiamento de Rai modificado a sobrevivéncia global aos 5 anos
foi de 93% para os doentes de baixo risco, 85% para os de risco intermédio e de 15%
para os de alto risco. A sobrevivéncia global aos 5 anos para os doentes com a 13qdel,

trissomia do 12, del11q e del17p foi de 90%, 88%, 58% e 49% respectivamente

Conclusdo: A Leucemia Linfocitica Crénica é actualmente considerada uma patologia
de curso indolente, com um prognostico favoravel, mas com evolugdo progressiva
variavel. Este estudo retrospectivo permitiu caracterizar os doentes com Leucemia
Linfocitica Cronica seguidos nos HUC nos ultimos 10 anos e confirmar a importancia
da aplicacdo dos factores de prognéstico com impacto na sobrevivéncia dos doentes e

na definicdo de grupos de risco.

Palavras Chave: Linfocitose, Leucemia Linfocitica Cronica, Adenopatias,

Esplenomegalia, Estadiamento de Rai, Binet, FISH, Citogenética
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ABSTRACT

Background: Chronic Lymphocytic Leukemia is one of the most frequent chronic
lymphoproliferative disorders in Europe. It is characterized by persistent
monoclonal lymphocytosis with localized or generalized lymphadenopathy. Despite
the initial clinical presentation, it has a heterogeneous natural history, with a
survival between 2 and 12 years. Beside clinical prognostic factors, novel
cytogenetic markers are recognized to be useful in predicting disease free and

overall survival in Chronic Lymphocytic Leukemia.

Aims: To analyse the clinical and biological characteristics at presentation of
patients with Chronic Lymphocytic Leukemia diagnosed in the Coimbra
University Hospitals in a period of time of 10 years (1999-2009) and compare the

evolution and overall survival of the patients.

Methods: In a retrospective study were identified 159 patients (90 males and 69
females) of Chronic Lymphocytic Leukemia according the 2008 World Health
Organization criteria, using different biological markers by flow cytometry and
FISH (fluorescence in situ hybridization). The statistical analysis was made using

the 19.0 version of the SPSS.

Results: Amongst 159 patients, there was a predominance of the male sex with a
male to female (M/F) ratio of 1.3:1 and a median age of 73 (43-96) years. The
presentation at diagnosis included: lymphocytosis, with a median count of 15.5 G/L

(5.4-173), adenopathies in 78 patients (49%) splenomegaly and/or hepatomegaly in
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twenty seven (15%0). By the revised Rai staging system 63% (n=100) patients were
included in low risk group, 27% (n=43) in intermediate risk group and 10 %
(n=16) in high risk group. The expression of ZAP-70 and CD38 by flow cytometry
was performed in 110 patients and revealed fifteen (17%) patients CD38+ and
ZAP70+. The study of chromosomal aberrations with fluorescence in situ
hybridization showed fifty one patients (32%) with no abnormality, fifty one (32%0)
with 13q deletion, twenty two (14%) with 12 trisomy, eighteen (11%) with 11q
deletion and eighteen (11%) with 17p deletion. Sixty (36%) patients showed
progressive disease in a median time of eighteen months (0-120). By the revised Rai
staging system the overall survival at 5 years was 93% for low risk, 85% for
intermediate risk and 15% for high risk patients. The OS at 5 years for the del13q,

12 trisomy, delllq and del17p was 90%, 88%, 58% and 49%, respectively.

Summary: Chronic Lymphocytic Leukemia is currently considered a chronic
disorder with a favourable outcome, but with a variable evolution to progressive
disease. This retrospective study allowed the characterization of patients with
Chronic Lymphocytic Leukemia in HUC in the last 10 years and verifies the
applicability of the prognostic factors with impact in survival of patients in the

definition of risk groups.

Keywords: Lymphocytosis, Chronic Lymphocytic Leukemia, Adenopathies,

Splenomegaly, Rai staging system, Binet staging system, FISH, Cytogenetics
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Lista de siglas e abreviaturas

Del — deleccao

FISH - fluorescence in situ hybridization
Hb — Hemoglobina

IWG-CLL - International Working Group for CLL
LDH — Desidrogenase do lactato

LLC — Leucemia Linfocitica Cronica
MO — Medula Ossea

OMS - Organizacdo Mundial de Saude
SP — Sangue Periférico

Tris - trissomia

ZAP-70 — Zeta associated protein com 70 kda
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INTRODUCAO

A Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) é uma patologia caracterizada pela
acumulagdo de pequenos linfécitos B monoclonais no sangue, medula 6ssea e tecido
linfoide. Essas células expressam normalmente marcadores de superficie como o CD5,
0 CD19 e 0 CD23, provando a sua origem na linhagem B, e tém baixa expressdo para
a Imunoglobulina de Superficie e 0 CD20*?,

A LLC tem uma incidéncia média de 2,7 doentes por 100.000 habitantes/ano
em estudos publicados nos Estados Unidos, valor este que aumenta progressivamente
com a idade®*. Tratando-se de uma doenca indolente, estima-se que contribua para 1%
de todas as neoplasias e 30% das leucemias, sendo a leucemia mais comum nos
adultos no mundo ocidental.

Desconhece-se a etiologia desta doenca, embora factores de risco genéticos
possam contribuir para o seu desenvolvimento. O estudo de familiares em 1° grau de
doentes com LLC revelou que 15% de individuos saudaveis tém linfocitos B
monoclonais, com caracteristicas muito semelhantes aos da LLC®, porém, na
populacdo geral a percentagem é menor. Apesar da maioria dos casos de LLC ser
esporadico, tém sido publicados maltiplos casos de familias afectadas®’?®, verificando-
se que os descendentes em 1° grau tém um risco de desenvolver a doenga trés vezes
superior ao da populagdo em geral®, sugerindo que factores genéticos ainda néo
identificados podem estar implicados na leucemogénese desta doenca.

A apresentacdo inicial é varidvel, assim como o progndstico. A sobrevivéncia
mediana destes doentes é de 10 anos e nalguns a esperanca média de vida mantém-se
inalterada. Porém noutros doentes a doenca é rapidamente progressiva, com indicacdo
precoce para iniciar tratamento e com diminuic¢do da sobrevivéncia global.

Os sistemas de estadiamento de Rai e Binet sdo, ainda hoje, os métodos de
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previsio da sobrevivéncia mais eficazes. O sistema de estadiamento de Rai®,
publicado em 1975, subdivide os doentes em grupos prognosticos de acordo com a
presenca de adenomegdlias, hepatoesplenomegélia, anemia ou trombocitopenia
(Tabela 1). Os doentes com estaddios 0 ou | tém progndstico favoravel, enquanto
aqueles com estéadios I11/1V tém uma sobrevivéncia global bastante inferior. Apesar de
ter validade confirmada™, o sistema de estadiamento de Rai recebeu criticas pelo
nimero excessivo de estadios, pelo que em 1981 Binet'? propds um sistema de
estadiamento em trés estadios de acordo com a massa linféide total (tabela I1). Os
doentes no estddio mais avancado C, apresentam anemia e/ou trombocitopenia
resultante do envolvimento medular.

Em 1987, Rai reformula o estadiamento previamente publicado em trés
categorias™®: baixo risco (estadio 0), risco intermédio (estadio | e 1) e alto risco

(estadio Il e V).

Tabela I — Sistema de Estadiamento Rai (1975)

Sobrevivéncia

Estadio Caracteristicas
global (meses)
0 Linfocitose SP e MO >150
I Linfocitose e adenomegalias 101
] Linfocitose e Hepato ou Esplenomegélia 71
Il Linfocitose e Hemoglobina < 11 gr/dL 19
v Linfocitose e Plaguetas < 100.000/mms 19

Legenda: SP: Sangue Periférico; MO: Medula Ossea (Adaptado de Rai 1975')
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Tabela Il — Sistema de Estadiamento Binet (1981)

Sobrevivéncia
Estadio Caracteristicas
global (anos)

Hb> 10g/dL, plaguetas> 100.000/mms,
A >7
menos de 3 areas envolvidas

Hb> 10g/dL, plaquetas> 100.000/mms, 3

ou mais areas envolvidas

C Hb< 10g/dL ou plaquetas< 100.000/mms <2

Legenda: Hb:Hemoglobina (Adaptado de Binet 1981'%)

Outros factores de progndstico tém sido estudados na tentativa de identificar os
doentes com baixo risco ou risco intermédio que possam beneficiar de um seguimento
mais regular, como por exemplo:

1) O tempo de duplicagdo linfocitario (TDL)***: os doentes com duplicacdo do
valor de linfécitos num periodo de tempo inferior a seis meses apresentam
sobrevivéncia mediana inferior aqueles com linfocitoses estaveis.

2) O status mutacional do gene da cadeia pesada das imunoglobulinas®®!"2:
permite a separagdo em duas formas distintas de apresentacdo e evolucdo. Os
doentes com gene ndo mutado apresentam-se com doenca mais agressiva e
avangada, sendo associada a pior prognostico. Estes doentes apresentam maior
frequéncia de atipias celulares, maior percentagem de pré-linfocitos e estdo
associados a presenca de alteragdes citogenéticas desfavoraveis. Apesar do seu
significado, o estudo do status mutacional ndo € possivel na maioria dos

centros.

3) A expressdo de CD38% e ZAP 70°!: a marcacdo para estes marcadores foi
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relacionada com o status mutacional do gene da cadeia pesada das
imunoglobulinas. Assim, a expressdo positiva esta relacionada com auséncia de
mutacdo no gene e, consequentemente, com pior progndéstico. Porém, o nivel
de expressdao de CD38 e ZAP70, a partir do qual se deve considerar como
positivo ndo estd standartizado, pelo que a aplicabilidade clinica ndo esta
estabelecida fora de ensaios clinicos.

4) As alteracOes citogenéticas: Cerca de 90 % dos doentes apresentam alteragdes
citogenéticas em estudos efectuados por fluorescence in situ hybridization

22,23,24

(FISH). Os doentes com deleccdo isolada do 13q apresentam excelente
prognostico, sem evolucdo para formas agressivas. Os doentes com delec¢édo
(del) 11q ou del 17p* apresentam uma progressdo rapida e sao resistentes as
terapéuticas convencionais.

5) Os marcadores serologicos: Os niveis serolégicos de B2-microglobulina®,
CD23 soltvel?”®, CD27 soltvel® ou Timidina Cinase® estdo relacionados

com o prognostico. A Desidrogenase do lactato (LDH) estd aumentada na

doenca agressiva ou em transformacao (Sindrome de Richter)*!,

Apesar da introducdo de novos marcadores com significado progndstico, o
sistema de classificacdo e estratificacdo de Rai e Binet, mantém utilidade clinica e
valor progndstico independente, sendo imprescindiveis na decisdo terapéutica. Com
excepcdo do tempo de duplicagdo linfocitaria, nenhum dos novos marcadores foi

incorporado nas recomendacfes para decisdo sobre inicio de terapéutica.
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Objectivos:

Caracterizar a populacéo de doentes com LLC num servico de Hematologia.
Identificar factores clinicos, analiticos, imunofenotipicos e citogenéticos que se
correlacionam com as diferentes formas de apresentacdo, evolucdo e
progndstico destes doentes.

Avaliar o impacto desses factores na decisdo de instituicdo de tratamento e na

sobrevivéncia global dos doentes com LLC.

Repercussoes:

Espera-se comparar a epidemiologia da amostra colhida com a dos estudos
publicados.

Espera-se que o estadiamento de Rai e Binet estratifique o risco de progressao
de doenga e morte.

Espera-se que sejam determinados como factores prognosticos adicionais a
contagem total de linfocitos, a LDH e a 32- microglobulina.

Espera-se que o estudo citogenético por FISH permita a deteccdo de alteracfes
cromossomicas na maioria dos doentes.

Espera-se que o estudo citogenético por FISH permita estratificar os doentes
por grupos de risco: del 13q, baixo risco; trissomia (tris) 12, risco intermédio e
del 11g e 17p, alto risco, para progressdo da doenca e diminuicdo da

sobrevivéncia global dos doentes

FMUC — Mestrado integrado Pagina 6



CARACTE’RIZAQAO, CLINICAE LABORATORIAL DE DOENTES COM LEUCEMIA
LINFOCITICA CRONICA: IDENTIFICACAO DE FACTORES DE PROGNOSTICO

Il - Materiais e Métodos
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Tipo de estudo

Tratou-se de um estudo retrospectivo que englobou o levantamento e consulta
de 159 processos clinicos de doentes com o diagndstico de Leucemia Linfocitica
Cronica, dos Arquivos dos Hospitais da Universidade de Coimbra, apo6s consulta da

base de dados do Servico de Hematologia.

Caracteristicas da Amostra

Foram incluidos no estudo 159 doentes com o diagndstico de Leucemia
Linfocitica Crdnica, entre 1 de Janeiro de 1999 e 31 e Dezembro de 2009, que
cumpriam os critérios de inclusdo do National Cancer Institute Working Group
revistos pelo International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia e adoptados
pela Organizagdo Mundial de Satide em 2008, nomeadamente Linfocitose > 5 x 10%/L,
persistente por mais de 3 meses com critérios de monoclonalidade comprovada por

citometria de fluxo (Anexo I).

Dados recolhidos

Foram recolhidos os dados clinicos e laboratoriais presentes no processo
clinico, em particular os parametros hematologicos ao diagnostico, estadiamento de
Rai e Binet, a caracterizacdo citogenética (FISH) e imunofenotipica (citometria de

fluxo).
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Critérios de exclusado

Foi factor de exclusdo o ndo cumprimento dos critérios de diagnostico da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) 2008 referidos na populagdo alvo ou a

inexisténcia de todos os dados clinicos ou laboratoriais em estudo.

Andlise estatistica

A andlise dos dados foi efectuada utilizando o Microsoft Excel 2007 e o SPSS

versao 19.0.
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1) Apresentacdo de dados e caracterizacdo da amostra

Foi efectuado levantamento de dados de 159 doentes, 0s quais apresentavam ao
diagndstico idade mediana de 73 anos (idade minima 43 anos — idade maxima 96), em
media uma relagdo sexo masculino/sexo feminino de 1.3:1 e linfocitose mediana de
15,5 G/L (5,4-173).

Na Figura 1 esta representada a distribuicdo dos doentes por grupos etérios e
por sexo, verificando-se que a maior parte dos doentes tém idades compreendidas entre
70 e 80 anos. Além disso, em todos 0s grupos etarios existe maior predominio de

doentes do sexo masculino.

Divisao por idades e sexos

60 exo Feminino
50 Ml Sexo Masculino
40
30
20
10

0 T T

1 1
<60anos 60-70anos 70-80anos =>80anos

Numerode doentes

Idades

Figura 1 — Distribuicéo dos doentes com LLC por idades e sexos. Foram analisados 159 doentes com
LLC, no periodo de 1 de Janeiro de 1999 e 31 e Dezembro de 2009. Os resultados apresentados
correspondem ao nimero de doentes em cada faixa etéria distribuidos de acordo com o sexo.

Na tabela 11l estdo representadas as caracteristicas clinicas ao diagnéstico dos
doentes com LLC, nomeadamente no que diz respeito a invasao ganglionar (nimero de

areas afectadas) e a presenca de hepato e esplenomegélia. Como podemos observar
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49% dos doentes (n=78) tinham adenopatias e 15% (n=27) esplenomegalia e/ou

hepatomegalia.

Tabela 111 - Areas ganglionares e 6rgdos afectados ao diagndstico nos doentes
comLLC
Areas ganglionares e 6rgaos
Percentagem Numero absoluto
afectados
< 3 areas ganglionares 35 04 55
> 3 areas ganglionares 14% 23
Esplenomegalias +/-
15% 27

Hepatomegalia

Pelo sistema de estadiamento modificado de Rai, cem (63%) dos doentes
pertenciam ao grupo de baixo risco, quarenta e trés (27%) ao grupo de risco intermédio

e dezasseis (10%) ao grupo de alto risco.

A expressdo de ZAP-70 e CD38 por citometria de fluxo foi analisada em 110
(69%) doentes. Como se pode verificar na tabela 1V, na maior parte dos doentes
(n=87; 80 %) ndo se observou expressdo de nenhum dos marcadores. Destes, apenas 8
doentes (9%) pertenciam ao grupo de alto risco segundo a classificacdo modificada de
Rai e 7 (8%) doentes tinham a deleccdo 17 p. Em 23 doentes identificou-se expresséo
de CD38 e/ou ZAP70 (CD38 + e/ou ZAP 70 +), 15 dos quais duplamente positivos

(CD38+ e ZAP70+). Neste grupo de 15 doentes, foi identificada em 6 doentes (40%) a
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deleccdo do braco curto do cromossoma 17 (del 17p), 4 doentes pertenciam ao grupo

de baixo risco de Rai, 6 ao risco intermédio e 5 (33%) ao grupo de alto risco.

Tabela IV- Correlagdo da expressdo de ZAP 70 e CD 38 com a del 17p e o
estadiamento de alto risco de RAI nos doentes com LLC

doentes alto risco Rai Del 17p
(n°) (%) (%)
ZAP70-eCD 38 - 87 9% 8%
ZAP70+0uCD38 + 8 12,5% 25%
ZAP70+eCD 38 + 15 33% 40%

A expressdo de ZAP 70 e CD 38 foi efectuada por citometria de fluxo: + positivo; - negativo; delec¢éo
do brago curto do cromossoma 17 (del 17p)

Todos os 159 doentes incluidos no estudo fizeram estudo citogenético por
FISH, o qual evidenciou que apenas 51 doentes (32%) ndo tinham anomalias
cromossomicas. De facto, na maior parte dos doentes (n=108; 68%) foram
identificadas alteracbes citogenéticas. Em 78 (49%) doentes foi encontrada apenas
uma alteracdo, 27 (17%) doentes tinham duas alteracdes citogenéticas e 3 (1,8%)
doentes tinham mais de duas alteracdes.

A deleccdo do 13q foi a alteracdo mais frequente, tendo sido identificada em 51
(32%) doentes. Por outro lado, 22 doentes (14%) tinham trissomia 12, 18 doentes
(11%) apresentavam a deleccao 11q e 18 doentes (11%) a deleccdo 17p.

De salientar que dos 51 doentes com a del 13g, 62% tinham apenas esta
alteracdo citogenética. Nos restantes 38% esta coexistia com a trissomia 12 em 10
doentes, com a del 11g em 5 doentes, e com a del 17p em 4 doentes (Tabela V).

Dos 18 doentes com a del 17p, apenas 38% tinham esta alteracdo citogenética
isolada. Nos restantes 62% esta coexistia com a del 13g em 3 doentes, com a trissomia

12 em 3 doentes e com a del 11g em 5 doentes (Tabela V).
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Tabela V - Incidéncia de alteracdes citogenéticas nos doentes com LLC

NuUmero absoluto e percentagem
Alteracdo Cromossémica

(%)
Del13q isolado 31/51 (62%)
Del13q + outras alteracOes 20/51 (38%)
Tris 12 isolada 12/22 (55%)
Tris 12 + outras alteracdes 10/22 (45%)
Del11q isolado 8/18 (44%)
Delllq + outras alterages 10/18 (56%)
Dell17 p isolado 7/18 (38%)
Del17p + outras alteracdes 11/18 (62%)

Legenda: Del: delecgéo; Tris: trissomia

2) Correlacdo das caracteristicas clinicas e laboratoriais com

sobrevivéncia

A avaliacdo da sobrevivéncia global, ap6s um periodo de seguimento mediano
de 73 meses, foi de 81%, tendo falecido 30 (19%) doentes. Contudo, analisando as
curvas de sobrevivéncia dos doentes, tendo em atencdo o sistema de estadiamento
modificado Rai, a sobrevivéncia aos 5 anos foi de 93% para os doentes de baixo risco,
85% para os de risco intermédio e 15% para os de alto risco, sendo estas diferencas

estatisticamente significativas (p<0,01) (Figura 2)
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Figura 2 — Curvas de sobrevivéncia dos doentes com LLC consoante os grupos de risco. Os doentes

foram estratificados por grupos de risco pela classificagdo modificada de Rai em baixo, intermédio e

alto risco (p<0,01).

Posteriormente analisamos a influéncia da expressdo de CD38 e ZAP70 e das

alteracdes citogenéticas na sobrevivéncia dos doentes, como representado nas figuras 3

e 4,

Como podemos observar na figura 3, os doentes que apresentavam expressao

aumentada de CD38 e ZAP 70 (CD38 e ZAP70 positivos) tém sobrevivéncia inferior

aos que nao expressam estes marcadores (CD38 e ZAP70 negativos). De facto nos

primeiros a sobrevivéncia aos 5 anos foi de 56%, enquanto nos segundos foi de 84 %

(Figura 3).
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Figura 3 — Curvas de sobrevivéncia dos doentes com LLC consoante a marcacao imunofenotipica
para CD38 e ZAP70. Os doentes foram divididos em 2 grupos segundo a positividade (linha vermelha)

ou negatividade (linha azul) de expresséo para CD38 e ZAP70 (p<0,01).

A sobrevivéncia global aos 5 anos foi diferente para os diferentes grupos de
doentes tendo em conta a identificacdo de alteracdes citogenéticas (figura 4). Assim,
os resultados mostram que nos doentes que nao apresentam alteracdes citogenéticas e/
ou que tém a del 13q ou tris 12 a sobrevivéncia é maior (89%, 90% e 88%,
respectivamente), relativamente aos doentes com a del 11q e 17p. De facto, ao fim de
5 anos, apenas 58% dos doentes com a del 11q e 17p estdo vivos (Figura 4 e Tabela

V).
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Figura 4 — Curvas de sobrevivéncia dos doentes com LLC consoante 0os grupos de risco

citogenético. Os doentes foram divididos de acordo com a auséncia ou presenca de alteracBes

citogenéticas (delecdo (del) 13q, trissomia (tris) 12; del 11q e 17p (p<0,01).

Como mencionado, na presenca da delecgdo 17p a sobrevivéncia global aos 5
anos é de 49% se isolada (figura 4) e, de 51%, se acompanhada de outras alteracdes
(Tabela V1), embora a diferenca encontrada, ndo seja estatisticamente significativa.
Estes resultados sugerem que a presenca desta deleccdo anula o progndstico conferido
pelas outras alteragfes citogenéticas. Pelo contrario, verifica-se o inverso com a
deleccdo do cromossoma 13, em que na deleccdo isolada obtivemos uma
sobrevivéncia de 90%, mas se acompanhada de trissomia do cromossoma 12q ou
deleccdo 11q a sobrevivéncia reduz para 81%, e para 60 % se acompanhada da

deleccdo 17p.
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Tabela VI — Relacédo entre as alteragcdes cromossomicas e a sobrevivéncia global

aos 5 anos dos doentes com LLC

Alteracdo Cromossdémica Sobrevivéncia global (5 anos)
Sem alteragdes 89%
Del 13q isolado 90%
Del 13q + tris 12 ou del 11q 81%
Del 13q + del 17q 60%
Tris 12 isolada 88%
Tris 12 + del 11q 69%
Tris 12 + del 17q 58%
11q isolado 58%
11q + outras alteracdes 56%
17 pisolado 49%
17p + outras alteracdes 51%

Legenda: Del: delec¢do; Tris: trissomia

A tabela VII mostra a relacdo entre os dados clinicos dos doentes e 0s
diferentes grupos de alteragdes citogenéticos. Como podemos verificar, os doentes sem
alteracGes citogenéticas, com a del 13g ou trissomia do cromossoma 12 de forma
isolada tém habitualmente doenca em estadios mais precoces e menos agressiva. Os
doentes com a deleccdo 11q ou 17p apresentam-se com formas mais agressivas e
sintométicas da doenca. Mais frequentemente apresentam linfocitose elevada,

esplenomegalia, adenopatias periféricas e sintomas B, como febre, sudorese nocturna e
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perda de peso. Além disso, neste grupo o valor mediano de hemoglobina ao

diagndstico é mais baixo (Tabela VII).

Tabela VII — Caracteristicas da apresentacdo clinica dos doentes com LLC

consoante as alteraces citogenéticas.

Normal Del Tris12qg Delllg Dell7p
13q
NuUmero de doentes 51 51 22 18 18
Idade mediana 70 68 68 71 73
Estadiamento de
risco de Rai
Baixo Risco 70% 61% 59% 43% 39%
Intermédio 21% 29% 31% 34% 31%
Alto Risco 9% 10% 10% 24% 30%
Esplenomegélia 6% 7% 18% 50% 55%
Hb mediana (g/dL) 13,6 13,7 13,6 12,6 10,9
Linf. Mediana (G/L) 15,6 17,1 23 23,4 40,1
Sintomas B 9% 7% 20% 21% 29%

Legenda: Hb: hemoglobina; Del: delecgéo; Tris: Trissomia
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A andlise de risco relativo para morte (tabela VIII) permite identificar
diferentes factores prognésticos como as alteragBes citogenéticas, o estadiamento
modificado de Rai, a contagem linfocitaria, o nivel sérico de LDH e o nivel sérico de
2- microglobulina. Dos factores analisados, identificamos a delec¢éo do cromossoma
17p como o factor que implica maior risco relativo, independentemente da presenca de
alteracbes cromossomicas adicionais, seguido do estddio de alto risco pela
classificacdo modificada de Rai. Também a delec¢do do cromossoma 11q tem risco

relativo alto, independentemente da idade do doente.

Tabela VIII — Avaliacéo do risco relativo para morte aos 5 anos nos doentes com LLC

Variavel estudada Risco relativo (I1C)
Del 17 isolada 7,13 (4,91 -13,87)
Del 17 + outras alteragdes 7,47 (5,02 - 14,32)
Del 11q 3,42 (1,86 - 5,72)
> 65 anos 3.22 (1.71 - 4.91)
< 65 anos 3.79(1.91 -5.03)

Rai (Intermédio vs Baixo risco)
Rai (Alto vs Risco Intermédio)

1,71 (0,99 - 2,87)
4,93 (2,17 - 8,64)

ZAP70+eCD 38 +

3.91 (1.82-5.87)

Linfocitose > 25 G/L
Linfocitose > 50 G/L

1,41 (0,87- 2,37)
2,10 (1,18 - 3,19)

B2-microglobulina > 1xVN
B2-microglobulina > 2xVN

1,19 (0,79 - 2,02)
2,84 (1,63 - 4,96)

LDH>1xVN
LDH>15xVN
LDH>2x VN

1,08 (0,61 - 2,03)
1,34 (0,72 - 2,92)
2,01 (1,03 - 3,87)

Legenda: LDH: desidrogenase do lactato; VN: Valor normal; IC: Intervalo de confianca
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3) Correlacéo dos dados analisados com a progressao da doenca

Na populacéo de 159 doentes inserida no estudo, 38% apresentaram critérios de
progressdo, num periodo mediano de 18 meses, tendo sido instituido tratamento em
todos esses doentes de acordo com o critério do clinico. N&o foi possivel correlacionar
a classificacdo modificada de Rai com a progressao, ja que alguns doentes em risco
intermédio e todos os doentes de alto risco iniciaram tratamento ao diagndstico, por
decisdo do clinico e de acordo com os critérios definidos do National Cancer Institute
de 1996 e revistos pelo International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia

em 2008%2.

Como podemos observar na Tabela IX, o intervalo para progressdo foi maior
nos doentes sem alteracOes citogenéticas e nos doentes com a del 13 q isolada
(superior a 70 meses em ambos). Nos doentes com a del 11 q e 17p, o intervalo para
progressao foi de 21 meses e de 14 meses, respectivamente. Se subdividirmos estes
grupos de doentes de acordo com a estratificacdo modificada de Rai (excluidos os
doentes com critérios para tratamento ao diagnostico), verifica-se que existem
diferencas estatisticamente significativas em todas os doentes com alteragOes
citogenéticas, excepto na deleccdo 17p. Nesta, 0 tempo para progressao € independente

da estratificacdo de risco (tabela IX).
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Tabela IX — Tempo estimado para progressdo da doenca nos doentes com

avaliacéo das alteracdes citogenéticas e do risco Rai

Alteracao citogenética Risco Rai Meses (mediana) p value
Baixo Risco >70
Normal <0.01
Risco intermédio 42
Baixo Risco >70
Del 13q <0.01
Risco intermédio 39
Baixo Risco 64
Tris 12q <0.01
Risco intermédio 32
Baixo Risco 23
Del 11q 0.02
Risco intermédio 17
Baixo Risco 16
Del 17q 0.43
Risco intermédio 13

Legenda: Del: delec¢éo; Tris: Trissomia

Também os doentes com B2 microglobulina e LDH elevadas parecem progredir
mais rapidamente. O tempo mediano para progressao de doentes com elevacao
superior a 2 vezes o valor normal da 32 microglobulina ¢ LDH ¢ de, respectivamente,
56 e 49 meses. No entanto, a diferenca em relagdo aos doentes com valores normais

ndo é estatisticamente significativa.
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DISCUSSAO

Neste trabalho fizemos uma analise retrospectiva das caracteristicas
epidemiologicas, clinicas e laboratoriais dos doentes com Leucemia Linfocitica
Cronica diagnosticados nos Hospitais da Universidade de Coimbra num periodo de 10
anos (1999 a 2009), e compardmos com a estratificacdo do risco, evolucdo e

sobrevivéncia global dos doentes.

Os estudos publicados por Redaelli (2004)° e Diehl (1999)* sobre
epidemiologia da respectiva populacdo norte americana e europeia, com o diagndstico
de LLC, mostram que este tipo de leucemia/linfoma é uma patologia de doentes idosos
com uma mediana de idades de 70 anos. De facto, no nosso estudo, 60% da populacéo
estudada tem idade superior a 70 anos, verificando-se em todos 0s grupos etarios
predominancia do sexo masculino, dado este em concordancia com o0s estudos

referidos.

O estadiamento de Rai modificado tem sido um dos sistemas mais utilizados
para a estratificacdo do risco e avaliagdo do progndstico dos doentes com LLC™.Neste
estudo, verifica-se a importancia deste sistema de estadiamento na avaliacdo do
prognostico. De facto, os 10 % de doentes estadiados como alto risco ao diagndstico,
sd0 0s que apresentam sobrevivéncia mais curta (15% aos 5 anos), quando comparados
com os outros dois grupos de estratificacdo de risco de Rai (baixo e intermédio), sendo
as diferencas estatisticamente significativas (Figura 2). No entanto, a diferenca na

sobrevivéncia aos 5 anos entre os estadios de baixo risco e risco intermédio (90% vs
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80%) ndo € estatisticamente significativa. Por outro lado, o valor de hemoglobina e
plaquetas que faz a estratificacdo dos doentes no grupo de alto risco (se Hb <11gr/dL
ou plaquetas <100x10%L) adquire alto valor progndstico com a associacdo a
sobrevivéncia reduzida desse grupo de risco Rai. Verifica-se também que 91% dos
doentes com cariotipo normal ou com del 13 q apresenta-se em estadios de baixo risco
ou intermedio, contrariamente aos doentes com del 11q ou 17p em que 30% pertencem
ao grupo de alto risco, demonstrando que os doentes em grupos de maior risco clinico

somam marcadores progndsticos adversos adicionais como a del 11q ou del17p.

Outros factores que influenciam o progndstico e evolucao de doentes com LLC
é a expressdo de CD38 e ZAP70. Apesar de todos os doentes terem a caracterizacao
imunofenotipica por citometria de fluxo, apenas em 110 doentes foi efectuado o estudo
da expressdo de ZAP 70 e CD 38.

Sabe-se que a LLC pode surgir em diferentes estagios de maturacdo da célula,
de acordo com a presenca de mutacGes de genes da regido variavel das cadeias pesadas
das imunoglobulinas. A célula ndo mutada é uma célula B naive, mais imatura, que
ainda ndo passou pelos centros germinativos ganglionares e com maior potencial de
malignidade. Damle** e Hamblin®* demonstraram que os doentes com células n&o
mutadas tém rapida progressao e sobrevivéncia mais curta.

Na tentativa de suplantar as dificuldades técnicas desta analise, diversos
investigadores tentaram relacionar a presenca de marcadores imunofenotipicos com o
estado mutacional, nomeadamente o CD 38 e ZAP 70*%*. No nosso estudo, 15
doentes tinham expressdo positiva para ambos. De facto, de acordo com o descrito na
literatura por Damle®** e Hamblin®**, estes doentes tém pior progndstico, com

sobrevivéncia aos 5 anos de 56%, diferenca estatisticamente significativa se
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comparado com 0 grupo sem expressdo para nenhum dos marcadores. Além disso, a
maior parte destes doentes estdo estratificados em alto risco pela classificagéo
modificada de Rai e apresentam a deleccdo 17p, uma alteragdo cromossémica

associada a pior prognéstico®’.

Neste estudo, constatamos que a taxa de alteracbes cromossémicas recorrentes
na populagdo alvo com o diagnostico de LLC foi de 68%, valor ligeiramente inferior
ao descrito por Bentz e Manoir (1995)% e por Dohner (1999)%. De acordo com o
descrito nos estudos publicados por Juliusson (1998)%* e Dohner (2000)*, a alteracéo
mais frequente nesta populacdo de doentes foi a deleccdo do brago longo do
cromossoma 13, 13914, observada em 32% dos casos. A segunda alteracdo mais
frequente foi a trissomia do braco longo do cromossoma 12, em 14 % dos doentes, que
nos estudos citados é, também, a segunda alteracdo mais frequente, seguido da
deleccdo do brago longo do cromossoma 11 (11%) e da delec¢do do brago curto do
cromossoma 17 (11%).

Estudos recentes permitem associar as alteracfes citogenéticas referidas a
defeitos genéticos especificos e sua correlagdo com o prognostico associado. Assim,
por exemplo, a deleccéio 13q14 que esta associada a bom prognéstico (Déhner 2000)*,
envolve o gene RB o qual codifica uma proteina que desempenha um papel
fundamental no controlo da proliferacdo celular, através da sua fungdo na regulacao do
ciclo celular®*. Por outro lado, a deleccdo 17p13 esta associada habitualmente a
mutacdes do gene supressor tumoral, p53, e € relacionada com doenca mais agressiva e
resistente ao tratamento. Sendo assim, os doentes com esta alteracdo citogenética sao
0S que apresentam pior prognostico, seguidos dos doentes com delec¢do do

cromossoma 11q, associado a codificacdo do gene da proteina ataxia -

FMUC — Mestrado integrado Pagina 26



CARACTI%RIZAQAQ CLINICAE LABORATORIAL DE DOENTES COM LEUCEMIA
LINFOCITICA CRONICA: IDENTIFICACAO DE FACTORES DE PROGNOSTICO

telangiectasia*****. De facto, neste estudo, estas alteragdes estio entre os factores com
maior influéncia na sobrevivéncia. Porém, ao contrario do descrito por Donher e
Stilgenbauer (2010)*°, ndo se encontrou diferenca estatisticamente significativa nos
grupos de idades inferior ou superior a 65 anos com del 11qg. Os doentes com delec¢éo
17p tém sobrevivéncia inferior e maior risco relativo de morte, assim como maior taxa
de progressao.

O significado progndstico da trissomia 12q tem sido controverso. Embora,

%47 na nossa amostra os

inicialmente apontada como alteracdo de mau prognostico
doentes com Trissomia 12g tém sobrevivéncia e apresentacdo clinica semelhante

aqueles que tém deleccdo do cromossoma 13g como unica alteracdes citogenética.

A apresentacdo clinica também é diferente de acordo com as alteracGes
citogenéticas. Os doentes com caridtipo normal e deleccdo 13g tém valores de
hemoglobina e plaquetas normais, linfocitose mais baixa € uma pequena percentagem
tem esplenomegalia (6 %) (Tabela VII). Apenas 7 a 9 % manifestam sintomas B e 60 a
70 % dos doentes encontram-se em estadio de baixo risco pelo estadiamento
modificado de Rai. Pelo contrario, as delec¢des do brago longo do cromossoma 11
(11q) e particularmente do 17 (17p), estdo associadas a formas mais agressivas de
doenga, sendo que 21 a 29% dos doentes apresentam sintomas B. Metade dos doentes
tem esplenomegalia e a maioria apresenta-se em estadio intermédio ou alto risco pela
classificacdo modificada de Rai. Outro dado relevante a considerar é que os doentes
com del 17p apresentam hemoglobina mediana de 10.9 gr/dL, classificando o doente

em Alto Risco de Rai pela classificacdo de 1979%.
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Na andlise de risco relativo para morte, a delec¢cdo do cromossoma 17p, a
deleccdo do cromossoma 11q, a marcacdo imunofenotipica para o ZAP 70e CD 38 e 0
estadiamento revisto Rai fornecem informagBes prognosticas estatisticamente
significativas, sendo a del 17p o mais forte factor preditivo de sobrevivéncia, como
confirmado em mltiplos estudos desde Geisler em 1997,

Também a duplicacdo da LDH e da f2 microglobulina, marcadores seroldgicos
de determinagdo facil e econOmica, apresentam significado prognostico
estatisticamente significativo, embora com menor peso que os factores ja referidos. Tal
como nas outras doencas linfoproliferativas cronicas, o aumento destes parametos
bioquimicos reflecte uma doenca mais agressiva e maior carga tumoral. Esta
normalmente associada a sobrevivéncia mais curta e progressdo mais rapida da doenca

(Wierda WG, O'Brien 2009)*.

Considerando o tempo mediano de progressdo verifica-se também diferencas
estatisticamente significativas de acordo com as diferentes alteracGes citogenéticas. Os
doentes com deleccdo 17p e 11q tém evolucdo mais rdpida da doenca desde o
diagnostico e necessitam de tratamento mais precoce quando comparados com 0S
doentes com cariétipo normal e com a del 13q, mesmo se estratificados nos grupos de
risco intermédio. De facto, os doentes de baixo risco com cariétipo normal e del 13q
raramente necessitam de tratamento ao contrario dos doentes com del 17p,
independentemente da estratificacdo de risco de Rai. Neste grupo, a estratificacdo
modificada de Rai perde valor prognostico, uma vez que os doentes acabam por

progredir num curto periodo de tempo, independentemente do estadio clinico.
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CONCLUSAO:

A Leucemia Linfocitica Cronica é considerada uma doenca de curso indolente,
com um prognostico favoravel, mas com uma histdria natural e evolugdo progressiva
variavel, com sobrevivéncias que podem variar entre 0s 2 e 0s 15 a 20 anos.

De facto, desde os anos 70 com a introducdo do sistema de estratificacdo de
risco por Rai que se classificam todos os doentes de acordo com critérios clinicos, os
quais avaliam indirectamente a massa tumoral, subdividem os doentes em diferentes
grupos prognosticos e auxiliam na decisao sobre a instituicdo terapéutica.

Décadas passadas, estes sistemas de estadiamento clinico mantém
aplicabilidade e reprodutibilidade clinica impar, mesmo ap6s inimeras tentativas de
introducdo de novos marcadores prognosticos seroldgicos, imunofenotipicos ou
citogenéticos. E inegavel o valor prognéstico assumido ao longo da dltima década
pelos marcadores citogenéticos, principalmente as delec¢fes do brago curto do
cromossoma 17, porém a relevancia na decisdo sobre instituicdo terapéutica fora de
ensaio clinico permanece controversa.

Este estudo retrospectivo permitiu caracterizar os doentes com Leucemia
Linfocitica Cronica seguidos nos HUC nos ultimos 10 anos e confirmar a importancia
da aplicacdo dos factores de progndstico com impacto na sobrevivéncia dos doentes e

na definicdo de grupos de risco.
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ANEXO -1

CRITERIOS DE DIAGNOSTICO PARA LLC — OMS 2008

Linfocitose Monoclonal > 5 x G/L

Marcacao fraca para imunoglobulinas de superficie com restricao de cadeias leves
Marcacdo com antigénios de superficie de linfécitos B (CD 19, CD 20, CD 23)
Marcacdo com antigénio CD 5

Linfdcitos atipicos nucleolados < 55%

ANEXO -2

CRITERIOS DE TRATAMENTO PARA LLC - IWG-CLL 2008

1- Evidéncia de faléncia medular progressiva manifestada pelo aparecimento ou
agravamento de anemia ou trombocitopenia

2- Esplenomegalia macica > 6 cm abaixo do rebordo costal esquerdo ou
esplenomegalia sintomatica

3- Adenomegalias macicas > 10 cm de maior diametro ou adenomegalias
sintomaéticas

4- Linfocitose progressiva com aumento de:
a) 50% em 2 meses
b) 100% em 6 meses (duplicacdo linfocitaria)

5- Anemia hemolitica auto-imune e /ou trombocitopenia

6- Sintomas constitucionais como perda de peso, fadiga com limitacdo no ECOG,
febre ou sudorese nocturna

7- Hipogamaglobulinémia sintomatica
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