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“De tudo ficaram trés coisas:
A certeza de que estamos comecgando;
A certeza de que é preciso continuar;
A certeza de que podemos ser interrompidos antes de terminar...
Facamos da interrup¢édo um caminho novo,
Da queda, um passo de danga,
Do medo, uma escada,
Do sonho, uma ponte,

Da procura, um encontro! “

Fernando Sabino
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1. INTRODUCAO




Os disturbios imunes ocorrem consequentemente as diversas situagdes
clinicas ou ainda podem ser secundarios a seus eventuais tratamentos. ()
Alteragbes nos niveis das imunoglobulinas estdo associadas a defeitos inatos
do sistema imune ou a sindromes adquiridas como, entre outras, doencas
metabodlicas (ex: uremia, diabetes mellitus), desnutricdo, esplenectomia,
infecgbes (ex: virus da imunodeficiéncia adquirida), insuficiéncia hepatica e

doengas linfoproliferativas (ex: mieloma multiplo e leucemia linfocitica cr()nica).“’

2 O uso de imunossupressores, anti-inflamatérios, quimioterapicos e
imunoterapia influencia negativamente na fung¢do linfocitaria, interferindo

subsequentemente na sintese de imunoglobulinas.!"

Relacionada diretamente a doenca ou consequente ao tratamento, a
deficiéncia de imunoglobulinas € o evento imune mais frequente na Leucemia
linfocitica crénica (LLC), podendo acometer até 60% dos pacientes. ¢ ° Além
dos eventos imunes, desenvolvimento de outras neoplasias e infecgbes séo
complicagbes relacionadas a imunidade humoral, as quais impactam

negativamente na sobrevida e qualidade de vida dos pacientes." # ¢1%

A carga tumoral e o desequilibrio do microambiente gerado pela
desregulacéo linfocitaria podem justificar a incidéncia da hipogamaglobulinemia
em aproximadamente 20% dos pacientes nao submetidos a terapia anti-
neoplasica. Consequentemente, o comprometimento imune evidenciado através

das imunoglobulinas, pode estar associado a pior prognéstico ©: 7+ 12)

Com a evolugédo atual do conhecimento sobre a LLC diversos marcadores e
indices prognosticos foram descritos para estratificar melhor o risco de cada
paciente. Entretanto em sua maioria tratam-se de exames altamente
desenvolvidos e complexos, como citogenética, Fluorescent in-situ Hybridization
(FISH) e biologia molecular, os quais nem sempre estdo disponiveis fora de
ensaios clinicos ou grandes centros de referéncia, particularmente em paises em

desenvolvimento. ¥

Dessa forma os parametros clinicos associados a exames laboratoriais

rotineiros continuam sendo de muita relevancia para avaliacdo e estratificacao

(13

de risco destes pacientes. "® Apesar de estudos divergentes, a avaliagédo da



imunidade humoral, através da dosagem sérica de imunoglobulinas parece ser

outra possivel ferramenta para o manejo clinico da LLC.



1.1 Leucemia Linfocitica Cronica

1.1.1 Conceito

Dameshek descreveu pela primeira vez a LLC como uma doenca
‘imunoproliferativa”, decorrente da proliferacdo de linfécitos pequenos, maduros
e incompetentes do ponto de vista imune. ® No momento presente, é descrita
pela Organizagdo Mundial da Saude como uma neoplasia linfoproliferativa de

células B, caracterizada pela linfocitose monoclonal em sangue periférico. (4"

Trata-se de doencga indolente com grande heterogeneidade clinica que,
apesar do avancgo cientifico e disponibilidade de novos tratamentos, ainda é

considerada incurével. (#1820

1.1.2 Patofisiologia

A LLC se origina da expansao clonal de linfocito B, o qual se desenvolve,
primeiramente, na medula 6ssea (MO), em sequencia no tecido linfoide

(18 O processo de multiplicagdo celular acelerado

retornando ao final para MO.
inicia-se a partir das células progenitoras, resultando em um maior numero de

linfocitos B clonais. ¢

O rearranjo da cadeia pesada da imunoglobulina permite que a célula se
transforme de linfocito pré-B para pré-B, o qual se tornara um linfécito imaturo
apos o rearranjo da cadeia leve, permitindo que a célula expresse IgM de
superficie. Apds este processo o linfocito € direcionado para o tecido linfoide
através da circulagdo sanguinea, onde sera exposto a antigenos e se
diferenciard em uma célula B de memoria. ('® Este processo de diferenciagéo
celular ocorre por sequéncia de processos mutacionais da cadeia leve e pesada
da imunoglobulina (IGHV: immunoglobulin heavy chain variable gene). Figura 1.



| Linfocito B maduro |

FIGURA 1: Patofisiologia envolvida no processo de expansao clonal da
LLC.

Sendo assim a diferenciagao celular do linfécito B clonal pode ocorrer pré
ou pos a mutagédo do gene IGHV o que implica em heterogeneidade clinica da

(1016, 1 Um clone celular mais maduro,

LLC, com dois polos principais.
decorrente do gene mutado, com menos alteragdes genéticas, doenga de curso
mais indolente e portanto melhor prognaéstico, por outro lado o clone n&do mutado

evolui de forma divergente com prognéstico desfavoravel. (1% 1617

1.1.3 Epidemiologia

A LLC representa 7% dos Linfomas n&o-Hodgkin e é considerada a leucemia
mais prevalente no mundo ocidental, principalmente entre adultos na faixa etaria

entre 60-70 anos, com discreta predominancia do sexo masculino. (!4 1%20-2%)

Com as alteragbes demograficas e o envelhecimento da populagdo a
prevaléncia da LLC tende a aumentar, visto que sua incidéncia é diretamente

proporcional a idade. "> ??

. Aléem do mais provavelmente o incremento do
numero de diagndstico realizados se faz devido a maior frequéncia na realizag&o

de exames periédicos, incluindo a populacéo jovem ('®



1.1.4 Diagnéstico

Na maioria dos casos, o diagnostico da LLC se faz de forma acidental,

através de exames de rotina. ?¥

A linfocitose € a caracteristica principal da LLC, porém n&o é exclusiva da
mesma, ocorrendo em quadros infecciosos e diversas outras doencas
linfoproliferativas, como tricoleucemia, leucemia proé-linfocitica, linfoma de zona
marginal, linfoma do manto, linfoma linfoplasmocitico e linfoma folicular. Para o
diagnodstico é necessaria a contagem minima de 5.000/uL linfocitos B clonais
circulantes, persistente por pelo menos trés meses, 0s quais apresentam
morfologia e imunofenotipagem tipica. > 2> % %) Os casos com contagem
inferior e sem outros comemorativos sdo denominados como Linfocitose B
Monoclonal, e aqueles com linfonodomegalias e ou organomegalias sao
qualificados como LLPC. Atualmente as trés entidades s&o consideradas

expectros da mesma doenca. (%24

A avaliacdo morfolégica e imunofenotipica destes linfocitos é realizada
através do sangue periférico. Linfocitos pequenos, maduros, com cromatina
densa, citoplasma escasso, circundadas por frequentes sombras de Gumprecht

a. 1% 229 Na sequéncia o

(debris celulares) sédo caracteristicos desta neoplasi
estudo imunofenotipico, através de citometria de fluxo, complementa a
morfologia afim de determinar particularidades do citoplasma e superficie celular
destas células. Estes linfocitos classicamente expressam CD5 (marcador de
linfécito T) e CD23 (marcador de célula dendritica), além de marcadores de
células B, como CD19, CD20 e CD79b, estes usualmente apresentam fraca
expressdo quando comparado a outras doengas linfoproliferativas B.?*?® Os
linfocitos clonais também apresentam restricdo de cadeia leve kappa ou

lambda.'®2®

A classificagao proposta por Matutes et al, na década de 90, possibilitou
tracar um perfil imunofenotipico dos linfécitos B clonais, facilitando a
diferenciagao entre as diversas neoplasias de células B. As pontuacdes acima
ou igual a trés apresentam maior especificidade para o diagnodstico de LLC
(Tabela 1). %)



TABELA 1: Escore de Matues et al, publicada em 1994.

Pontos
Marcador de membrana 1 5
Smig Fraco Moderado/ forte
CD5 Positivo Negativo
CD23 Positivo Negativo
FMC7 Negativo Positivo
CD22 Fraco/negativo Moderado/forte

Variacéo entre 0 e 5 pontos.

Matutes E, et al. The immunological profile of B-cell disorders and proposal of a scoring system
for the diagnosis of CLL. Leukemia. 1994.

Complementando a citometria, a identificacdo de alteragbes genéticas pode
ser util no diagnostico diferencial, principalmente nos casos de expresséo
atipica. ?”

Ao contrario da maioria das doencas linfoproliferativas; a avaliagdo medular
e a biopsia linfonodal ndo sdo mandatorias para o diagnéstico de LLC, sendo
reservadas para os casos de dificil elucidagdo, diagndstico diferencial de

citopenias ou em estudos cientificos. 2

Os exames de imagem, como tomografia computadorizada (TC) ou Positron
Emission Tomography (PET-CT) sédo reservados a estudos clinicos, ou em casos
especificos como grandes massas e suspeita de transformagao. Em pacientes

assintomaticos, os estudos de imagem no s&o indicados. ¥

A Ultima recomendacdo publicada por Hallek, et al, preconiza como
avaliacdo inicial, ao diagnostico de LLC, anamnese e exame fisico completos,
destacando-se performance status dos pacientes, comorbidades, presenca de
sintomas B e mensuragdo dos linfonodos, bagco e figado. Exames
complementares afim de corroborar com a avaliacdo e em ocasides especiais,

como demonstrado abaixo. (Tabela 2). ?*2®



TABELA 2: Exames complementares solicitados ao diagnostico, NCCN
Guidelines version 2.2018 e Hallek, et al, 2018.

Hemograma Completo;

Creatinina;

Transaminases e fosfatase alcalina

Dosagem quantitativa das imunoglobulinas séricas;

Reticuldcitos, haptoglobina, bilirrubina e TAD;

32 microglobulinemia;

DHL;

Acido Urico;

Sorologia para HIV, HCV e HBV®),

Ecocardiograma ®;

Mielograma e Bidpsia de medula 6ssea unilateral ©;

Teste de gravidez para mulheres de idade fértil ©;

Tomografias de Térax, Abdomem e Pelve com contraste ;

PET-CT ©

(a): Anti- HCV, Anti-Hbs e Anti-Hbc, indicados pré tratamento pelo risco de reativagao; (b)

indicado para protocolos incluindo antraciclicos; (c) indicado pré tratamento; (d) indicado em

estudos clinicos ou para seguimento, ndo € mandatério; (e) indicado quando ha suspeita de
transformacéo.

National Comprehensive Cancer Network 2018 e Hallek, et al, 2018.

Em alguns casos a LLC pode se transformar em doenca mais agressiva,
como linfoma difuso de grandes células B, fendbmeno classicamente denominado
de Sindrome de Richter, ou menos frequente ainda, em linfoma de Hodgkin ou
neoplasia de células dendritica. *°

1.1.5 Estadimento Clinico

Além da linfocitose, os pacientes acometidos pela LLC frequentemente
cursam com aumento de linfonodos, citopenias, hepato-esplenomegalia e
sintomas B (perda de peso, sudorese noturna e febre), geralmente secundarios
a liberagao de citoquinas pelos linfécitos clonais." 24 29

Somado aos achados clinicos e laboratoriais, realiza-se o estadiamento
clinico do paciente, etapa de grande importadncia no manejo das diversas
doencas oncoldgicas, colaborando para decisdo terapéutica e seguimento. ¢4 27

Devido a ampla heterogeneidade, tanto clinica como progndstica, houve
necessidade de sistematizar o estadiamento clinico dos pacientes



diagnosticados com LLC, estratificando-os conforme seus riscos. Assim sendo
em 1975, Rai et al publicaram a primeira proposta de estadiamento clinico
voltado para LLC, considerado como avangado no conhecimento e manuseio da

doenca. 1227

Baseado nos valores de hemoglobina e plaquetas, associado a presencga de
organomegalias e comprometimento linfonodal, foram descritos 5 subtipos (O, I,
11, 1, IV), os quais estdo representados na tabela abaixo (Tabela 3). ('?

TABELA 3: Classificagéo clinica de Rai et al em 1975.

Sobrevida Global

Linfocitose;
0 Sem linfonodomegalia; >150 meses
Sem esplenomegalia

Linfocitose e
| Linfonodomegalia 101 meses
Sem esplenomegalia

Linfocitose e/ou

| Linfonodomegalia 71 meses
Esplenomegalia e/ou
Hepatomegalia

Linfocitose e
Anemia (Hb < 11g/dL) e/ou
1] Linfonodomegalia 19 meses
Esplenomegalia e/ou
Hepatomegalia

Linfocitose e
Trombocitopenia
v (Plaquetas < 100.000/mm?) e/ou

Linfonodomegalia 19 meses
Rai Esplenomegalia e/ou
al .
KR, Hepatomegalia

et al. Clinical staging of chronic lymphocytic leukemia. Blood. 1975.

Alguns anos apos a publicacdo de Rai, Binet et al reavaliaram as curvas de
sobrevidas em cada subgrupo, propondo uma nova classificagdo. Neste estudo
os pacientes considerados, por Rai, como estadio 0 e | ndo apresentaram
diferenga significativa em sobrevida e, portanto, foram unificados. Aqueles com
comprometimento medular, demonstrado por anemia ou plaquetopenia, foram
reagrupados em um Unico estadio. ®® Por conseguinte, em 1981 publicou-se

uma nova proposta com apenas trés subclassifica¢gdes, denominadas A, B e C,
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expostas na Tabela 4. Apesar de arbitrario, foi possivel correlacionar de forma
significativa os estadios ao diagndstico com o prognaostico e sobrevida em cada

grupo.(27

TABELA 4: Classificag&o clinica de Binet ef al em 1981.

Sobrevida Global

Linfocitose;
A Hb > 10,0 g/dL; Sem diferencga para populacao
Plaquetas > 100.000/mm>; com a mesma idade e sexo
< 3 linfonodos acometidos
Linfocitose;
B Hb > 10,0 g/dL; 30%, 7 anos

Plaquetas > 100.000/mm>;
> 3 linfonodos acometidos

Linfocitose;
C Hb < 10,0 g/dL; 15%, 2 anos
Plaquetas < 100.000/mm?®

Binet JL, et al. A new prognostic classification of chronic lymphocytic leukemia derived
from a multivariate survival analysis. Cancer. 1981.

Os estadiamentos de Rai e Binet sdo tradicionalmente utilizados até hoje, e
por mais que os mesmos apresentem falhas e ndo possam predizer com
precisdo os desfechos da LLC, sao sistemas simples com alta aplicabilidade,
baseadas principalmente no exame clinico e hemograma, sem necessidade de

exames complementares mais complexos. (1% 20:2%

E conveniente ressaltar a importancia em afastar eventos imunes
relacionados como causa das citopenias, pois nestes casos o tratamento &
direcionado para o evento autoimune, principalmente com corticosteroides,

antes da utilizacdo de quimioterapia citotoxica para o tratamento da LLC em si.
(8, 25)

1.1.6 Prognostico

Nas ultimas décadas, com os avancos terapéuticos, a estratificacao inicial
deve ser complementada com marcadores progndsticos mais sensiveis que

tragam informacdes além do estadiamento clinico. Identificar os distintos perfis
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genéticos dos pacientes € de suma importancia, pois se associa a diferentes

respostas terapéuticas a quimioterapia citotdxica convencional. >3

Dentre os marcadores séricos utilizados como indices progndsticos, a 3 2
microglobulina (B2M) (pertencente aos antigenos de membrana de células
nucleadas - HLA classe |) destaca-se pela correlagao direta com a atividade da

doenca, evolugdo e sobrevida global. ¢ 2%

Outros marcadores como a expressao do CD38, zeta-associated protein 70
(ZAP-70) e status mutacional da IGHV também colaboram para a avaliagéo

prognostica. 4 2%32

O CD38 é um marcador de superficie celular expresso em diversas células
hematopoiéticas, assim como em linfocitos B. Inumeros estudos sobre LLC, a
expressao deste marcador em mais de 30% das células clonais foi relacionada
ao estadio clinico mais avangado, com menor resposta terapéutica e sobrevida
global. Outro marcador imunofenotipico preditor de prognéstico € o ZAP-70,
porém sua aplicabilidade clinica ndo é tao significante devido a sua oscilagéo

frequente, principalmente quando ha progressio da doenca. ('¢ 32

A expressdo de CD38 e ZAP-70 foram correlacionadas com o status
mutacional da IGHV, o qual atualmente é mais relevante como fator prognostico
na LLC.?®> ® A auséncia da IGHV mutado estd relacionada ao grau de
maturacdo dos linfocitos B, instabilidade citogenética, e, portanto, a maior risco
de evolugéo clonal. Cerca de 50% dos casos de LLC, a doenga se origina de um
linfécito mais imaturo, com IGHV n&o mutado, o que resulta em remissdes
breves. (133233

A citogenética é outra ferramenta utilizada para determinagdo de risco em
diversas patologias hematoldgicas, com grande relevancia na LLC. As delegdes
e trissomias s&o as alteragbes citogenéticas mais identificadas, podendo
correlacionar-se a apresentacdo clinica, resposta terapéutica, tempo em
remissdo e sobrevida global, fundamental para o seguimento hematologico,
decisdo terapéutica e avaliacdo progndstica. ®*> *¥ Além do mais, a avaliacéo
citogenética auxilia no diagndstico diferencial de outras doencas

linfoproliferativas. %
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Por se tratar de doenga com baixo indice mitotico, a avaliagédo citogenética
mais acurada se faz através de FISH, sendo possivel detectar anormalidade

C. ¥*3 Mesmo apontando impacto

gendmicas em mais de 80% dos casos de LL
sobre a terapia e resultados, este exame nao faz parte da rotina diagndstica,
indicado apenas ao inicio de cada terapia, visto que a composi¢cédo genética dos

linfocitos clonais pode sofrer alteracdes ao longo do tempo. 20 2% 32.33)

Ainda que nao seja a mais frequente, a principal alterag&o citogenética € a
delecdo/mutacao do 17p, a qual acarreta na deficiéncia do gene supressor de
tumor TP53, implicando em maior resisténcia ao tratamento, especialmente a
agentes citotoxicos (Fludarabina e alquilantes), menor tempo até o primeiro
tratamento (TPT) e sobrevida global (SG). % 24 25 3233 A frequéncia das
alteracdes genéticas identificadas em pacientes com LLC estdo descritas na
Tabela 5.

TABELA 5: Achados genéticos mais prevalentes na LLC.

Alteracoes %

del 13q 55 Melhor SG

del 11q 18 Doencga mais avangada, menor TPT

trissomia 12q 16

del 17p 7 Doencga mais avangada, menor TPT e pior SG
del 16q 6

trissomia 8q 5

t(14q32) 4

trissomia 13q 3

Cariétipo normal 18

Dohner H, et al. Genomic aberrations and survival in chronic lymphocytic leukemia. N Engl J
Med. 2000.

Salvo diversos estudos sobre indices prognésticos, ndo havia consenso

sobre a aplicabilidade clinica e avaliacdo de risco individual frente a tantos

marcadores. (%39
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Sendo assim, o grupo internacional de LLC desenvolveu um indice
prognostico (CLL-IPI), através de metanalise, com base em cinco critérios: status
do TP53, status mutacional da IGHV, dosagem sérica da B2M, estadiamento
clinico e idade; estraficando os pacientes em 4 grupos de risco (baixo,
intermediario, alto e muito alto), com diferentes curvas de sobrevida, como

descrito na tabela 6. "> 3"

TABELA 6: indice prognostico para LLC, desenvolvido pelo grupo internacional
de LLC em 2016.

Risco SG; 5 anos (%) Tratamento
Baixo 93 N&o indicado;
Intermediario 79 N&o (exceto nos sintomaticos);
Alto 64 Sim (exceto nos assintomaticos);
Muito Alto 23 Sim, evitar drogas citotoxicas ou incluir

em protocolo de estudo
International CLL-IPI working group, Lancet Oncol, 2016.

O CLL-IPI é um bom estratificador de risco do paciente, porém estudos

prospectivos sdo necessarios para estabelecer sua universalizagdo. "

1.1.7 Tratamento

No que se refere a terapia, mesmo tratando-se de uma doenga oncoldgica
nem todos serdo submetidos a tratamento. Por se tratar de neoplasia indolente,
cerca de um terco dos pacientes nunca necessitardo de tratamento; o mesmo
deve ser restrito a situagdes com alteracbes dos parametros clinicos e
laboratoriais. Consequentemente, os pacientes em estadios precoces (Rai 0 e
Binet A) sdo mantidos em observacgao clinica (“watch and wait’) até que ocorra

a progressao da doenca. ("4 2038

Nos casos de doenca avancada e sintomatica, o inicio do tratamento

(23

quimioterapico € recomendado de imediato. ) Apesar do avanco no

entendimento genético da doenga e surgimento de novos agentes, a deciséo
terapéutica ainda é baseada em fatores clinicos, principalmente relacionados a

performance clinica do paciente. ¢ 32
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Abaixo estdo listadas algumas situagbes que demonstram atividade de
doenca, e, portanto, indicagcdes tratamento:

TABELA 7: Indicagdes de tratamento para LLC, segundo o NCCN, Guidelines
version 2.2018 e Hallek, et al, 2018.

-_

. Faléncia medular progressiva (anemia e trombocitopenia);
Hb < 20 g/dL
Plaquetas < 100.000/mm?
2. Esplenomegalia volumosa (> 6 cm do rebordo costal esquerdo) ou
progressiva ou sintomatica;
3. Linfonodomegalia volumosa (> 10 cm no maior diédmetro) ou
progressiva ou sintomatica;
4. Linfocitose progressiva
> 1,5x em 2 meses
> 2x em 6 meses
** pacientes com contagem de linfocitos < 30 x 10%L, considerar mais
que um critério para tratamento
5. Eventos imunes com resposta inadequada ao corticoide
6. Comprometimento extra nodal, funcional ou sintomatico;
7. Sintomas constitucionais
Perda ponderal > 10% em 6 meses
Fadiga significante - ECOG < 2, incapaz de trabalhar
Febre > 38° C, > 2 semanas (sem infecgao);
Sudorese noturna por > 1 més (sem infecg¢ao)

National Comprehensive Cancer Network 2018 e Hallek, et al, 2018.

Além dos critérios acima, é imprescindivel definir qual sera o tratamento
empregado considerando as condigbes clinicas individuais, comorbidades,
funcao renal (clearance de creatinina) e cumulative illness rating scale (CIRS).
Paciente sem comorbidades e em bom estado geral s&do candidatos e terapias

citotéxicas mais agressivas. (!> 3%

Este parecer é de extrema importancia na escolha dos medicamentos a

serem utilizados.
1.2 Imunoglobulinas

As imunoglobulinas (lgs), ou anticorpos, sao glicoproteinas produzidas
por linfocitos B, podem estar livres no soro ou ligadas a membranas celulares e
sua principal funcdo é proteger o organismo contra a acdo de diversos
patégenos. “% Essas moléculas, em formato de “Y”, sdo formadas através de
duas cadeias leves idénticas, kappa ou lambda, e duas cadeias pesadas
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idénticas. As classes de anticorpos sdo denominadas IgG, IgA, IgM, IgE e IgD,
de acordo com a sequéncia de aminoacidos. © 4"

A diversidade de anticorpos decorre da recombinagao somatica entre os
genes V (variable), D (diversity) e J (joining), a qual ocorre nos estagios iniciais
de diferenciagao do linfocito B, na medula 6ssea, e € responsavel por codificar
as cadeias pesadas das Igs, formando o dominio “V”, entre as cadeias leves e
pesadas. Cada regiao “V” contém trés regides hiper-variaveis (determinantes de
complementariedade) que servem de conexdo entre o anticorpo e o antigeno. "
5 40.42) Figura 2. O processo continua com o rearranjo dos genes VJ
diferenciando a cadeia leve, kappa ou lambda, dos linfcitos B.(*®) Este processo
resulta na formacao do sistema imune adaptativo. ("

Como mencionado anteriormente, o rearranjo do status mutacional do
gene da Ig é outro mecanismo importante no processo de maturagao celular e
consequentemente da sintese e diversidade das Igs. “°)

Desta forma, o grau de maturidade entre os linfocitos B esta diretamente
relacionado com a mutagdo somatica das Igs e o grau desta diferenciagdo pode
ser correlacionada com a heterogeneidade clinica dos pacientes com LLC. ©

Zona de ligagao ao
Antigeno

Regido Variavel J CadeialLeve (L)

Regido Constante ‘ ‘ Cadeia Pesada (H)

FIGURA 2: Estrutura basica da imunoglobulina

1.2.1 Imunodeficiéncia e Leucemia Linfocitica Cronica

Descrita como uma doenga “imunoproliferativa”, diversos mecanismos

estdo envolvidos no comprometimento imune dos pacientes com LLC. “
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Desregulagao dos linfécitos T, secregdo aberrante de citocinas, Defeitos na
sinapse imune bem como supressdo da imunidade humoral, representada
principalmente pela hipogamaglobulinemia, evento imune mais frequente em

ambos clones da doenca. (143

O marcador de superficie CD40 € crucial para a proliferagcdo e
sobrevivéncia do linfocito B, além de ser responsavel pela ligagdo do mesmo ao
linfocito T e sintese de Igs. “**® A expressdo do CD40 é menos intensa nas
células B da LLC, em consequéncia ha redugdo da produgdo de Igs,
especialmente a IgA e IgG, bem como disfungdo dos mondcitos e macrofagos.
Portanto esta seria uma possivel explicagdo para a hipogamaglobulinemia nesta

populacgo. 44

1.2.2 Hipogamaglobulinemia e Leucemia Linfocitica Crénica

Habitualmente o termo hipogamaglobulinemia refere-se ao déficit de IgG.
Porém, na realidade, ndo ha consenso sobre sua definicdo, podendo ser
atribuido a deficiéncia sérica isolada ou combinada das Igs, independente da
subclasse, bem como a deficiéncia de gama globulina, evidenciada através da

eletroforese de proteinas. ¢ 9

Em 1956, foi publicado pela primeira vez, a associagdo de
hipogamaglobulinemia com LLC, e consequentemente a predisposicédo a
infecgdo. Sendo assim, comecga-se a construir a hipétese que a infiltracao
leucémica prejudica a producdo de globulinas, acarretando em desregulagéo
imune. “® Além do risco infeccioso, principal fator relacionada a morbidade e
mortalidade da doencga, o comprometimento humoral esta relacionado a doenca

autoimune e as outras neoplasias. © ' *°)

N&o ha descrito uma via unica e objetiva que justifique os baixos niveis de
imunoglobulinas, no entanto o desequilibrio entre de linfécitos B normais e
clonais, em associagdo a desregulagdo dos linfécitos T e NK prejudica
diretamente a producdo de anticorpos, contribuindo para o quadro de

(5,7, 11, 47

hipogamaglobulinemia. ) Com isto, frequentemente observa-se déficit
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sérico das Igs, em pacientes com LLC, seja ao diagndstico ou durante o curso
da doenga, diferentemente de outras doencas linfoproliferativas B, como a
leucemia aguda e a tricoleucemia, nas quais este evento & raramente observado.
(3,4,7,11)

A hipogamaglobulinemia pode ser encontrada em qualquer estadio da
doenga, porém é mais significativa em pacientes com estadios mais avangados,
com clones mais agressivos ou doenga prolongada, associada a maior
gravidade. Dessa forma poderia ser considerada um fator prognaéstico, inclusive
com impacto em SG. @ * ' Possivelmente este prejuizo esteja relacionado a
carga tumoral e ao microambiente, e ndo somente ao risco infeccioso. * '+ 48)

Apesar de muitos pacientes com baixos niveis de imunoglobulinas
permanecerem assintomaticos por longo periodo, a principal causa de morbi-
mortalidade em pacientes com LLC continua sendo doengas infectocontagiosas.
Além da baixa produgédo de imunoglobulinas ha outros mecanismos envolvidos
como a disfungdo dos linfécitos T, mondcitos e neutréfilos, assim como o
comprometimento do sistema complemento. 4 11:49)

Individualizando cada Ig, a IgM apesar de pouco representativa,
correspondendo cerca de cinco a 10% das Igs, é primeira lg sintetizada durante
o processo de desenvolvimento do linfécito B. “* Y Sua acdo envolve o
processo de opsonizagdo do antigeno e ativagdo da via classica do
complemento, associada assim a resposta imune primaria. %

Em seguida, a IgA, segunda Ig mais relevante, equivalente a 10 a 15%
das Igs séricas, € identificada principalmente em secregdes e mucosas, atuando
nas células epiteliais como barreira, responsavel pela protegdo contra
microorganismos através da acgéo fagocitaria e apresenta ativagéo limitada do
sistema complemento. Como observado nos casos de imunodeficiéncia
congénita, individuos com deficiéncia de IgA geralmente sdo assintomaticos e o
diagndstico por muitas vezes acaba sendo acidental. No entanto ha uma
susceptibilidade maior entre estes pacientes a desenvolver infecgcbes de via

aérea, do trato gastro intestinal, eventos imunes e doencas neoplasicas. 4 42

50)
Por fim, a IgG € a Ig mais significante, representando em torno de 80%
das Igs séricas e consequentemente € a mais estuda. Sua meia vida é extensa

e apresenta capacidade de ativar o sistema complemento. % 4%
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Particularmente, s&o identificados quatro subtipos de 1gG (IgG1, 1gG2,
lgG3 e IgG4) com diferentes fungdes na resposta imunoldgica secundaria. “?

1.2.3 Hipergamaglobulinemia e Leucemia Linfocitica Cronica

Contrariamente aos estudos envolvendo os baixos niveis de Igs, a
hipergamaglobulinemia é menos frequente na populagdo com LLC e
consequentemente menos estudada. “* °" %2 H4 uma pequena parcela dos
pacientes, aproximadamente cinco por cento, que cursam com dosagens
elevadas de imunoglobulinas, especialmente da IgM. Nestes casos o uso de
eletroforese de proteinas e imunofixagao auxiliam na interpretacdo deste dado,
definindo a imunoclonalidade deste pico. A deteccdo de paraproteinemia esta

relacionada & doenga mais agressiva, com pior prognéstico. %)

A principio os valores elevados de IgG seriam decorrentes da produgéo
policlonal pelos linfécitos B normais remanescentes, em resposta a secregéo de
IL-2 pelas células leucémicas. Baseado no poder mitético subsequente ao
estimulo da IL-2 sobre os linfécitos B, clonais e normais, seu uso foi estendido
para o ambito laboratorial corroborando para avaliagdo citogenética da LLC,

comprovando esta associagao. ** 3%

A ativagdo da via NF-kB, responsavel pelos genes das Igs, é outra
hipétese relacionada ao aumento da sintese de IgG. "

Este fenbmeno também pode ser secundario a quadros infecciosos, que

frequentemente cursam com elevados niveis de IgG. ©"

Por fim, de modo paradoxal ao que seria racional, a
hipergamaglobulinemia poderia ser associada ao comprometimento imune, visto
que grande parte destas Igs seriam disfuncionais ndo contribuindo para a

resposta imune adequada, independente dos valores séricos. (1% 44

A dosagem de Igs € um exame com ampla disponibilidade, custo
acessivel que pode auxiliar na conducdo dos casos de LLC. E importante
ressaltar que ha diversas técnicas para mensurar os niveis séricos das Igs, como

imunodifusdo, turbidimetria e nefelometria, complementando com estudos que
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identificam clonalidade (ex: eletroforese de proteinas e imunofixagdo sérica).
Existem peculiaridades de cada técnica, ndo havendo consenso em qual exame

seria 0 mais sensivel e mais acurado. “4

A hipogamaglobulinemia ou a paraproteinemia (monoclonal ou policlonal)
nao sao consideradas parametros para indicagao de tratamento, porém sugere-
se que possam estar relacionadas com carga tumoral, microambiente e

423,25 Og estudos que correlacionaram as Igs com a

agressividade da doenca.
evolucao clinica, considerando curvas de sobrevivéncia, ainda sdo conflitantes

ndo sendo considerado um fator prognoéstico.



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Primario

Determinar se ha, em pacientes com LLC em estadios iniciais, Binet A,
associagao entre o valor das imunoglobulinas séricas ao diagnostico, com o

tempo decorrido até o inicio do primeiro tratamento (TPT).

2.2 Objetivo Secundario

Determinar se ha associagao entre o valor das imunoglobulinas séricas
ao diagnostico de LLC, independente do estadiamento clinico, com a sobrevida
global (SG).



3. CASUISTICA E METODOS
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3.1 Autorizagao e principios éticos

Os participantes desta pesquisa foram estudados segundo os preceitos
da Declaracdo de Helsinque e do Cdédigo de Nuremberg, respeitando- se as
Normas de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Conselho Nacional de
Saude (Res. CNS 466/2012). O projeto foi iniciado somente apds aprovagéo
deste pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Irmandade da Santa Casa de Misericordia de S&o Paulo (ISCMSP), bem como,
ap6s anuéncia do diretor do Departamento de Medicina e do Hemocentro da
ISCMSP (APENDICE 1 e 2) e enviado a Plataforma Brasil (APENDICE 3).

3.2 Desenho do estudo

Estudo retrospectivo, realizado através da coleta e analise dos dados de
prontuarios de pacientes consecutivos, diagnosticados com LLC, na ISCMSP,
no periodo de fevereiro de 2008 a fevereiro de 2016.

3.3 Critérios de inclusdo e exclusao

Foram incluidos para analise todos os pacientes com idade acima de 18
anos, com diagnostico de LLC, através da imunofenotipagem de sangue
periférico, conforme as diretrizes internacionais (25). O termo de consentimento
livre esclarecido (TCLE) (ANEXO 1) foi aplicado aqueles em acompanhamento
hematologico em nosso ambulatério. Ressaltamos que foi realizado contato
telefdbnico com os familiares de pacientes ja falecidos ou que ndo estavam mais
em seguimento clinico para o aceite a participacdo, bem como atualizar
informagdes referentes a 6bito e tratamento.

Os casos de outras doencas linfoproliferativas, duvida diagnostica, dados
incompletos ou indisponiveis nos arquivos médicos da ISCMSP foram excluidos

da analise. Os critérios de exclusao e inclusao estao detalhados na tabela 8.
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TABELA 8: Critérios de inclusdo e exclusao utilizados para selecdo dos

pacientes.
Critério de inclusao Critério de exclusao
e Pacientes > 18 anos;
e Leucemia Linfocitica Cronica; e Dados incompletos

e Assinatura do TCLE

3.4 Variaveis Analisadas

As variaveis clinicas e laboratoriais selecionadas para analise foram
categorizadas conforme descrito: sexo (feminino e masculino); idade (menor e
maior que 65 anos); 32 microglobulina (menor que 2,5 mg/L; entre 2,5 e 3,5
mg/L; maior que 3,5 mg/L); albumina (menor e maior ou igual que 3,5 g/dL); teste
da antiglobulina direto (TAD); niveis séricos de imunoglobulinas (IgA, 1gG e IgM);
expressdo do CD38 nos linfocitos clonais por imunofenotipagem (positivo e
negativo, considerando o corte de 30%), e estadio clinico de Binet (A, B e C) "),

Ressalta-se que os dados sdo referentes ao diagnostico.

A dosagem das imunoglobulinas foi realizada através de turbidimetria,
sendo consideradas deficientes quando abaixo dos valores de referéncia para
cada classe, descritos na Tabela 9, e, portanto, normalizadas em baixo, normal
e alto.

Tendo em vista a falta de consenso sobre o significado do termo
“hipogamaglobulinemia”, adotamos o mesmo em nosso trabalho como a

deficiéncia sérica de uma ou mais Igs.

TABELA 9: Descrigao dos valores de referéncia para cada imunoglobulina

lgA IgM 19G
M 83 - 406 mg/dL M 40 - 250 mg/dL 680 - 1445 mg/dL
F 70 -374 mg/dL F 34 - 240 mg/dL

M = Masculino; F = Feminino

E importante enfatizar que todos os exames laboratoriais, bem como a
citometria de fluxo foram realizados pelos laboratorios da ISCMSP, seguindo a

mesma metodologia.
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No que se refere a seguimento clinico, foram analisados: tempo entre o
diagndstico e o inicio do primeiro tratamento, (Tempo para primeiro tratamento -
TPT), assim como a sobrevida global (SG), calculada a partir da data do
diagnodstico até o 6bito, por qualquer motivo, ou até o ultimo contato com o
paciente, sendo considerado a unidade “meses” para ambos.

3.5 Analise estatistica

Os dados obtidos em prontuarios foram tabulados no programa Microsoft
Excel 2011® (Verséo 14.0.0; Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA), para
entdo serem analisados. A analise estatistica foi realizada através do programa
IBM SPSS Statistics software® (Versao 20.0 for Mac; IBM Corporation, Armonk,
NY, USA). A significancia estatistica foi definida considerando-se p- valor menor
ou igual a 0,05.

O teste de qui-quadrado foi utilizado para a comparagao de variaveis
nominais, analisando estatisticamente a diferenga entre os subgrupos.

As curvas de TPT e SG foram construidas pelo método de Kaplan-Meier,
considerando o intervalo temporal em meses. Com a finalidade de comparar as
distribuicbes de sobrevivéncia entre os dados utilizou-se o de teste de Log-rank,

e para a analise multivariada a regressao de Cox.



4. RESULTADOS
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4.1 Selegcao dos pacientes

No periodo de fevereiro 2008 a fevereiro de 2016 foram identificados 177 novos
diagnosticos de LLC no servigo de hematologia da ISCMSP. Excluiu-se 11 pacientes
por dados incompletos e cinco pacientes pelo diagnostico ndo consistente com LLC
(uma sindrome de Richter, dois linfomas linfociticos de pequenas células e duas
linfocitoses B monoclonal). Acrescenta-se que ndo houve recusa a participar do
estudo, pelos pacientes contatados. A selecido dos pacientes pode ser observada na
Figura 3.

Desta forma, a coorte final foi composta por 161 pacientes, os quais foram
observados até fevereiro de 2017, obtendo-se um o intervalo minimo de seguimento

de um ano.

{ 177 pacientes }

§

EXCLUIDOS:
- 11 por dados incompletos
- 5 por outros diagndsticos

§

TOTAL:
161 pacientes com LLC

FIGURA 3: Fluxograma da selec&o dos pacientes para o estudo

4.2 Dados Epidemiolégicos

Os dados clinico-epidemiologicos e laboratoriais dos pacientes com LLC na
ISCMSP estao descritos na Tabela 10. O sexo masculino foi predominante com uma
proporgao de 1,11:1 e a mediana de idade ao diagndstico foi de 65 anos (variagao de
39 a 90 anos).
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TABELA 10: Caracteristicas dos pacientes com Leucemia Linfocitica Crénica,

diagnosticados na ISCMSP, entre fevereiro de 2008 e fevereiro de 2016.

COORTE COMPLETA BINET A BINET B/C p-value para.
BinetAe
no % no % no % Binet B /C
TOTAL 161 95 59,00 65 40,37
SEXO
Feminino 76 472 50 52,63 25 38.46
Masculino 85 52,8 45 47,36 40 61,53 0,540
IDADE (anos)
<61 46 285 21 22.1 25 38,4
61-65 35 210 21 22,1 14 215 0,360
66-70 21 130 13 136 8 123
71-75 34 211 21 22.1 13 20,0
>75 25 15,5 19 20.8 5 7.6
Mediana 65 68 64
Variacao 39 -90 49-90 39-82
ALBUMINA (g/dL)
<35 13 9,0 1 1,11 12 19.35 < 0,001
3539 20 13.9 14 15,55 6 9,67
4044 66 46,15 a8 4222 27 4354
>45 54 37.62 a7 4111 17 27.41
NIA 8 5 3
2 MICROGLOBULINA (mg/L)
<25 58 4055 47 55,29 1 18,96 <0,001
25-35 36 2517 20 23,52 16 27.58 <0,001
>35 49 34,26 18 21,17 31 53,44 <0,001
N/A 18 10 7
BINET
A 95 59,37
B8 24 15
c 41 2562
N/A 1
TAD
Positivo 19 13,38 5 5,88 14 25 0,001
Negativo 123 86,61 80 94 11 42 75
N/A 19 10 9
CD 38
Positivo 37 23.71 19 20,43 18 29,03 0,15
Negativo 119 76,28 74 79,65 44 70,96
N/A 5 2 3

4.3 Caracteristicas da populagao estudada

Em relagédo ao estadiamento clinico, a maioria (95; 59%) dos pacientes foram

classificados com estadio Binet A, os demais pacientes foram considerados como
Binet B/C, dos quais 24 (14,9%) correspondiam a Binet B e 41 (25,5%) a Binet C. Nao
foi possivel classificar um paciente por falta de dados referentes a contagem de

plaquetas, sendo assim o mesmo foi excluido dos demais calculos. Figura 4.

Observou-se semelhanga na distribuicdo de sexo e idade em ambos os subgrupos.
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Subgrupos segundo a classificagao a classificagdo de Binet

FIGURA 4. Distribuigdo conforme o estadiamento clinico de Binet.

Dentre os exames laboratoriais ao diagnostico, a maioria da coorte total cursou
com niveis normais de albumina (140; 91,5%), TAD negativo (123; 86,6%) e CD 38
negativo (119; 76,2%). Ja a B2M esteve elevada em 59,4% dos casos,
correspondendo a 85 pacientes. Confrontando os dois subgrupos, aqueles com
doenga em atividade (Binet B/C) frequentemente apresentavam hipoalbuminemia (12;
19,35%), valor de B2M mais elevado (47;81,0%), principalmente acima de 3,5 mg/L e
TAD positivo (14; 25%), ao contrario do subgrupo Binet A, no qual apenas um paciente
cursou com hipoalbuminemia (1,1%), cinco (5,26%) com TAD positivo e os valores de
B2M eram elevados na minoria, representada por 38 pacientes (44,7%). A expressao
fenotipica do CD38 nao foi estatisticamente diferente entre os subgrupos (p = 0,15).



30

E Binet A mBinet B/C

0 7
45
40 7
35 /
30 7
5
20 7
15 7
10 -

NuUmero de pacientes

Albumina < 3,5 TAD positivo B2M >3,5 mg/L CD 38 positivo
g/dL
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FIGURA 5. Distribuicao dos dados laboratoriais entre os subgrupos.

A respeito das imunoglobulinas, as dosagens dos niveis séricos abaixo do valor
de referéncia foram evidenciadas em 45% dos pacientes, sendo que destes, 37
apresentavam apenas uma das lgs abaixo do valor de referéncia. Dentre as Igs, a IgM
foi a que mais frequentemente apresentou niveis séricos baixos (55; 36,9%), seguida
por IgA (40; 26,8%) e IgG (31; 20;8%). J&a o acometimento de todas as Igs
simultaneamente foi observado em 10,6% da coorte. Apenas dois pacientes
apresentaram aumento dos niveis séricos de uma Ig, concomitante a imunoparesia
das demais, n&o sendo possivel excluir a existéncia de componente monoclonal (por
falta de dados). Tabela 11.
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TABELA 11. Distribuicdo das dosagens de imunoglobulinas dos pacientes com
Leucemia Linfocitica Crénica, diagnosticados na ISCMSP, entre fevereiro de 2008 e
fevereiro de 2016.

p-value para
COORTE COMPLETA BINET A BINET B/C BinetAe
Binet B /C
range no % range no % range no %

TOTAL 161 95 59,00 65 40,37

IgM (mg/dL)
Baixo 0a39 55 36,91 6a38 29 32,58 0a3g9 26 43,33 0,150
Normal 80 53,69 55 61,79 25 41,66 0,016
Alto 291a1.363 14 9,39 259 a 1.363 5 5,61 291a873 9 15
N/A 12 6 6
Mediana 47 57 42

IgG (mg/dL)
Baixo 51 a 659 31 20,80 166 a 634 12 13.48 51 a 659 19 31,66 0,011
Normal 9 61,07 63 70,78 28 46,66 0,004
Alto 1.465 a 8.999 27 18,12  1.465a 2.865 14 15,73  1.479 a 8.999 13 21,66
N/A 12 6 6
Mediana 974 1030 901

IgA (mgldL)
Baixo 10a78 40 26,84 15a79 13 146 10a78 27 45 < 0,001
Normal 102 68,45 70 78,65 32 53,33 0,002
Alto 404 a 1.205 7 4,69 425 a 450 6 6,74 404 a 1.205 1 1,66
NIA 12 6 6
Mediana 133 170 112

Assim como os outros dados laboratoriais (albumina, TAD e B2M), os valores
alterados das Igs foram mais prevalentes naqueles com doenga em atividade (Binet
B/C), com tendéncia para valores abaixo da referéncia.

Ao comparar os subgrupos, nota-se que ao contrario do subgrupo Binet B/C, a
maioria dos pacientes classificados como Binet A cursou com valores séricos de Igs
ao diagndstico dentro da referéncia, sendo esta diferenga estaticamente significante
para todas subclasses de Igs (IgG: 70,78% x 46,66%; p = 0,004; IgA: 78,65% x 53,33;
p = 0,002; IgM: 61,79% x 41,66%; p = 0,016).

A distribuicdo qualitativa das Igs entre os estadiamentos de Binet esta
representada na Figura 6 e a relagdo de pacientes com alguma deficiéncia de Igs na
Figura 7.
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FIGURA 6. Classificagao qualitativa das imunoglobulinas ao diagndstico entre o

estadiamento de Binet.
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FIGURA 7. Distribuicao das imunoglobulinas
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4.4 Sobrevida Global

A mediana de seguimento desta coorte foi de 45 meses (IC = 39,33 — 50,66
meses; variagao: 0,16 a 107,1 meses). Trinta e um pacientes foram a 6bito no
periodo de seguimento, resultando em SG estimada em 77,9 + 3,9% aos 45 meses,
a SG mediana n&o foi atingida. Dentre as causas de 6bitos, destaca-se progresséo
de doenga em cinco casos e infec¢ao, principalmente pneumonia, em quatro casos.
Infelizmente n&o foi possivel identificar a causa de obito dos demais pacientes.

Como esperado, aqueles que ao diagndstico foram estadiados como Binet A
cursaram com sobrevida mais prolongada, quando comparado aos demais (87,4%
x 49,5%; 5 anos para Binet B e 58%; 5anos para Binet C). Nao houve diferenga

estatica de SG entre os estadios B e C (p =0,78). Figura 8.
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FIGURA 8: Curvas de SG entre cada estadio de Binet.
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As variaveis laboratoriais, dosados na avaliagdo inicial do paciente, com
impacto negativo na SG pela analise univariada foram: hipoalbuminemia (albumina <
3,5g/dL) (p < 0,001), expressao fenotipica do CD38 (p = 0,017) e valores de B2M
acima de 2,5 mg/L, mais significante quando acima 3,5 mg/L (p < 0,001). Em
contrapartida, as variaveis sexo, idade e TAD nao apresentaram impacto em
sobrevida. Tabela 12

A deficiéncia simultanea das imunoglobulinas ndo mostrou correlagéo
significativa com a SG, enquanto valores abaixo da referéncia de pelo menos uma das
Igs resultou em pior desfecho clinico (p = 0,014), reafirmando seu poder como
eventual fator prognostico. Dentre as imunoglobulinas, a deficiéncia de IgA foi
estatisticamente mais significante para pior SG (p = 0,001). Figura 9 e Figura 10.
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FIGURA 10: Curvas de SG entre cada subgrupo de valores de IgG

Quando realizado a analise multivariada, os fatores que demonstraram
correlagdo com a SG foram a dosagem de IgA baixa, a positividade do CD38 e os
valores séricos de B2M elevados, principalmente acima de 3,5mg/L. Ressalta-se que
o estadiamento clinico de Binet n&o foi inserido na analise multivariada, devido a sua

importancia ja estabelecida. Tabela 12.
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TABELA 12: Fatores progndstico ao diagnostico em relagao a sobrevida global
(SG) de pacientes com leucemia linfocitica cronica (LLC).

p - value para SG HR
FATORES Univariavel  Multivariavel

IDADE (anos)
> 65 80 0,222

2 MICROGLOBULINA (mg/L)
>35 49 <0,001 0,005 343

Positivo 19 0,100

IgM
Baixo 55 0,591
NormallAlto 94
Alterado 69 0,937

Baixo 40 0,001 0,011 2,94
Normal/Alto 95
Alterado 47 0,004
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4.5 Tempo para o primeiro tratamento - TPT

O tratamento foi iniciado para 48,44% dos pacientes desta coorte durante o
acompanhamento, o estadiamento clinico ao diagnéstico dos pacientes tratados foi:
33,33% Binet A, 23,07% Binet B e 42,30% Binet C. Dentre o subgrupo Binet A, a
maioria (68,1 + 5,6%) ainda permanecia em observagcdo, aos 45 meses de

seguimento.

Assim como demonstrado na SG, apesar de a IgM ser a imunoglobulina com
valores mais frequentemente alterados, sua dosagem n&o impactou significantemente
no inicio do tratamento, enquanto que valores de IgG fora da referéncia implicaram
em menor TPT (p = 0,013). Figura 11. Ao contrario do observado em SG, a IgA n&o
foi um marcador relevante para TFT.
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Acrescenta-se ainda que a B2M também foi um biomarcador negativo para TPT

(p = 0,002), especialmente para pacientes com valores mais elevados ao diagndéstico

(>3,5 mg/L), os quais necessitaram tratar precocemente, como demonstrado na

Figura 12. Assim como na SG, o sexo e a idade ndo demostraram impacto no TPT.

B2 microglobulinemia
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Namero de pacientes por periodo

70 80 90

< 2.5mgiL 47 34 32 26 23 18 12 8 5
25a35 20 12 10 9 9 8 5 4 2
>3.5mglL 18 12 7 4 4 3 2 1 1

FIGURA 12: Curvas de TPT e cada subgrupo de 2 microglobulinemia.

Na analise multivariada, a dosagem sérica de |IgG foi o fator mais significante

correlacionado com o tempo até inicio do tratamento, entre os pacientes com

estadiamento Binet A. Tabela 13.
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TABELA 13: Fatores progndstico ao diagnéstico em relagdo ao Tempo para o
Primeiro Tratamento (TPT) de pacientes com leucemia linfocitica cronica (LLC), Binet
A.

p - value para TPT (BINET A) HR

FATORES n Univariavel Multivariavel

IDADE (anos)
> 65 53 0,080 ns

B2 MICROGLOBULINA (mg/L)
>35 18 0,002 ns

CD 38
Positivo 19 0,128

Baixo 12 0,147
Normal/ Alto 77
Alterado 26 0,013 0,014 2,97




5. DISCUSSAO
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A relacado entre LLC e hipogamaglobulinemia é bem estabelecida, porém seu

impacto prognéstico ainda é controverso. ¢ '

O mecanismo que leva a deficiéncia humoral nao é totalmente compreendido.
(19 O desequilibrio entre os linfocitos B normais e clonais, a desregulagdo qualitativa
e quantitativa dos linfocitos T, expressao do CD40 e defeitos no sistema complemento
s30 possiveis justificativas para essa alteracdo entre os pacientes com LLC. 101 A
célula da LLC é considerada um linfocito anérgico, semelhante a “Breg-cell”, a qual
€ independente do linfécito T e produz altos niveis de IL-10 e receptores de IL-6, o

que também justifica a imunossupressao frequentemente observada nesta populagao.
(2, 10, 53)

Habitualmente, a hipogamaglobulinemia esta relacionada a carga tumoral,
sendo mais evidente nos pacientes com doenga mais avangada ou apos o tratamento,
porém a sintese inadequada também é evidenciada naqueles sem atividade de
doenga, categorizados como Binet A, traduzindo uma doenga possivelmente mais
agressiva. ' " Em relagdo ao tratamento empregado, com a incorporagdo do
anticorpo monoclonal anti-CD20 a quimioterapia, evidencia-se um decréscimo ainda

mais acentuado nos niveis séricos das Igs. 1%

A prevaléncia de hipogamaglobulinemia ao diagndstico varia de 20 a 70% dos
pacientes com LLC, mais frequente e expressiva em estadios mais avancados. ¢ * "
19 A exemplo de estudos prévios, 45% de nossa coorte apresentava pelo menos uma
Ilg abaixo da referéncia, ao diagnostico. Avaliando separadamente os subgrupos,
nota-se que esta prevaléncia foi menos significante nos pacientes com Binet A,
quando comparados com os demais, nos quais o comprometimento da imunidade
humoral foi mais expressivo (33,68% e 63,07%, respectivamente), reafirmando assim

a correlagao entre a dosagem das imunoglobulinas e a atividade da doenca.

Seguindo o perfil demonstrado previamente por outros estudos, dentre as
imunoglobulinas a IgM foi a que cursou com maior variagdo dos niveis séricos em
nosso estudo, porem sem impacto em TPT e SG, ou seja, sem relevancia clinica em

ambos os subgrupos. (7 4®)

No que diz respeito a dosagem da IgA, observou-se que valores abaixo da
referéncia impactaram em SG. Considerando que a principal causa de o6bito desta
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populacdo ainda seja eventos infecciosos, teoricamente, o impacto clinico desta Ig
pode ser justificado pela maior suscetibilidade a infecgdo, em especial do sistema
respiratdrio e trato gastrointestinal, que abreviariam assim a SG neste subgrupo. “®
Este desfecho ndo pode ser analisado em nosso trabalho por falta de dados obtidos
em prontuario, devido sua natureza retrospectiva. Entretanto, é importante salientar
que em alguns estudos prévios os valores séricos baixos de IgA foram associados a
pior SG a despeito eventos infecciosos.” Por outro lado, ainda que nao
estatisticamente significante, a IgG elevada ao diagnéstico, quando comparado com

valores séricos normais, revelou um possivel impacto negativa em SG (p = 0,061).

Ja se tratando da TPT, através da analise multivariada, observou-se que o
tratamento para LLC foi indicado mais precocemente para aqueles com dosagens de
IgG fora do valor de referéncia, em concordancia com os dados obtidos pela clinica
Mayo, em estudo com mais de 1.000 pacientes, podendo assim, ser considerado um
fator de risco independente para tratamento.®) Em contrapartida, a real importancia
do aumento desta Ig ndo é claro, por mais que estatisticamente significante. A
avaliacdo do componente monoclonal, através da eletroforese de proteinas ou
imunofixagao, nao foi incluida em nosso estudo e nem em estudos prévios, os quais

costumam direcionar a analise apenas para o grupo com deficiéncia humoral.

A hipergamaglobulinemia é um evento pouco observado entre os pacientes
com LLC, o qual pode ser justificado por diversos mecanismos secundarios a
proliferacdo clonal, como a hiperexpressao da IL-2 sobre os linfocitos B normais, a
desregulag&o das vias de sinalizagéo e a presenga de infecgdo. Desta forma, apesar
de pouco estudada, o aumento das Igs pode estar associado a agressividade da

doenca. ©¥

Com relagdo aos dados demograficos, em paralelo aos registros do grupo
brasileiro, nossa coorte segue a epidemiologia classica da LLC, predominando o sexo
masculino acima dos 60 anos, com mediana de idade de 66 anos. O subgrupo Binet
A também foi o mais representativo na nossa casuistica. #?’ A respeito das curvas de
sobrevivéncia, apenas a classificacdo de Binet se mostrou impactante e aqueles sem
atividade de doenca cursaram com SG superior aos demais (p = 0,013 para Binet B e
p = 0,002 para Binet C). Os demais dados demograficos n&do mostraram diferengca em
TPT ou SG, como também descrito pelo grupo brasileiro. ??
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As diferengas encontradas entre nosso estudo e a literatura podem ser
justificadas pela sua caracteristica retrospectiva do estudo e assim pela falta de
informagdes. Dentre elas, destaca-se a os eventos infecciosos e a causa de 6bito, que
nao estavam claros em diversos prontuarios, prejudicando a analise destes
parametros. Além do mais é necessario ressaltar o fato de ser um estudo unicéntrico

com um numero limitado de participantes para analise.

Conforme o objetivo deste trabalho, buscou-se detectar marcadores, que além
de apresentar boa relagdo prognostica com a LLC também possuam maior
empregabilidade clinica. Atualmente, a despeito de diversos marcadores
prognosticos bem estabelecidos, especialmente citogenéticos e bioldgicos, a
disponibilidade destes € restrita para a maioria dos servigos brasileiros, devido a
complexidade e alto custo. Sendo assim sugere-se que a dosagem das Igs ao
diagndstico possa auxiliar na condugao clinica de pacientes com LLC, principalmente

em servigos publicos, ou com restricdo ao uso de exames complementares.

A relevancia da avaliagdo combinada ou individual de cada imunoglobulina
ainda nao é clara. Entretanto, tal qual evidenciado em nosso estudo, € habitual que
0s pacientes com alteragdo na dosagem sérica de imunoglobulinas ao diagnostico
tendem a manifestar uma doenga mais agressiva, assim como aqueles com IGHV n&o
mutado, devendo-se monitorizar estes pacientes mais assiduamente. Esta correlagéo

podera ser avaliada em estudos futuros.

Dessa forma é possivel afirmar que ha uma relagao direta entre o perfil imune
e a evolucgao clinica dos pacientes com LLC, a qual contribuiu para pratica clinica, ndo

devendo ser menosprezada.



6. CONCLUSAO
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6.1. A dosagem dos valores séricos de IgG foi relacionada com menor
tempo para o primeiro tratamento em pacientes recém diagnosticados com LLC
Binet A.

6.2. Pacientes que ao diagnostico apresentavam baixa dosagem sérica
de IgA cursaram com pior sobrevida global, evidenciando associagao negativa
desta imunoglobulina com o prognostico em LLC, independente do

estadiamento clinico.



7. ANEXOS
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ANEXO 1: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Niveis séricos de imunoglobulinas em pacientes portadores de LLC: algum

impacto prognostico?

Visando aperfeicoar o servico, melhorando o atendimento aos pacientes e
contribuir cientificamente, iremos avaliar todos os pacientes com diagnostico de
LEUCEMIA LINFOIDE CRONICA, cadastrados no Ambulatério de Hematologia da
Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de S&o Paulo.

Para isso os pesquisadores levantarao dados contidos em prontuarios de todos
0s seguintes pacientes do servigo, tabelando e avaliando os mesmos. S seréo
excluidos os pacientes, ou seus representantes, que nao aceitarem participar do

projeto.

Ressaltamos que todos os dados obtidos serdo usados exclusivamente para
avaliacao cientifica, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente. N&o
havera despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também nao havera compensacao financeira por

sua participagéo.

E importante esclarecer que, em qualquer etapa do estudo, os pacientes, ou
seus representantes terdo acesso aos responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador do estudo é o Dra.
Natalia Pin Chuen Zing, que podera ser encontrado no Hospital da Irmandade da
Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo, situada na Rua Cesario Mota Jr. 112 — S&o
Paulo — SP tel: 2176.7256/ 2176.7250

Caso exista alguma consideragao ou duvida sobre a ética desta pesquisa, entre
em contato com os Comités de Etica em Pesquisa (CEP) 2176.7689/ 2176.7688

E garantida a liberdade de retirada de consentimento em qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu

tratamento na instituicao.

Os pacientes terdo o direito de se manterem atualizados sobre os resultados
parciais da pesquisa.
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FIGURA 19: Curvas de TPT entre com ou sem hipogamaglobulinemia simultanea
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A mensuragdo das imunoglobulinas ao diagndstico de pacientes com leucemia
linfocitica crbnica esta relacionada ao perfil clinico e evolugdo da doenca.
OBJETIVOS: Por se tratar de um método de ampla disponibilidade, foi realizado um
estudo retrospectivo, unicéntrico visando definir sua associagdo com os desfechos da
doenca. METODOS: Em um periodo de 8 anos, foram avaliados 161 prontuarios de
pacientes da Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Sao Paulo, dos quais
52,8% eram do sexo masculino, com mediana de idade de 65 anos, representados
em sua maioria pelo estadio clinico Binet A (95; 59,37%). RESULTADOS: Em relag&o
as imunoglobulinas, pacientes com Binet B/C possuiam mais comumente dosagens
alteradas de imunoglobulinas, quando comparado com o subgrupo Binet A (IgG:
53,32% x 29,21%; p=0,004; IgA: 46,66 x 21,34; p=0,002). Pacientes com deficiéncia
de IgA cursaram com desfechos com menor sobrevida global quando comparado com
aqueles com valores normais (49,6% x 83%; 5 anos; p = 0,01), enquanto valores IgG
fora da referéncia, presente em 38,92% dos pacientes ao diagndstico, implicaram em
menor tempo até o primeiro tratamento (51,7% x 29%; 5 anos; p = 0,013).
CONCLUSAO: A dosagem de imunoglobulinas pode ser uma boa ferramenta no
manejo clinico da leucemia linfocitica cronica, associada sobrevida e inicio de
tratamento e sendo assim considerada como um marcador independente de

prognostico nesta populagéo.
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The measurement of immunoglobulins at diagnosis time of Chronic lymphocytic
leukemia is related to clinical profile and disease evolution. OBJECTIVES: Because is
an accessible method, with lower cost, a retrospective, unicentric study was carried
out to define its association with disease outcomes. METHODS: In a period of 8 years,
161 patient’s records were analyzed from Irmandade da Santa Casa de Misericérdia
de Sao Paulo. The cohort majority was male, with median age of 65 and classified at
Binet A clinical stage (95; 59,37%). About immunoglobulins, abnormal
immunoglobulins levels were most frequently in Binet B/C than Binet A subgroup (IgG:
53.32% x 29.21%; p=0.004; IgA: 46.66 x 21.34; p=0.002). Patients with humoral IgA
deficiency had worse overall survival than those with normal values. (49.6%;5y x 83%;
5y; p=0.001), mainly abnormal IgG levels, present in 38.92% of patients, implied in
lower time to first treatment (51.7%;5y x 29%:;5y; p=0.013). CONCLUSION: The
immunoglobulins levels could be a great tool in Chronic lymphocytic leukemia
management, related to outcomes and thus considered as an independent prognostic
marker, with wide accessibility.
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