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Resumo

A leucemia linfocitica crénica (LLC) é uma neoplasia que apresenta uma elevada heterogeneidade
genética, com anomalias citogenéticas recorrentes, como atrissomia12, e as delecoes de 11q e 13q, e 17p.
Estas alteracdes estao relacionadas com o progndstico do doente assim como com a escolha terapéutica
a adotar.

Este estudo teve como objetivo caraterizar citogeneticamente doentes com diagndstico de LLC, de
modo a evidenciar a relevancia da citogenética no diagndstico diferencial, progndstico e escolha
terapéutica. Este estudo foi realizado utilizando um painel de 11 doentes através da combinacao de
técnicas de citogenética convencional e molecular.

As alteracoes caracteristicas de LLC identificadas pelo conjunto das técnicas aplicadas incluiram
del(11g) em dois casos, trissomia 12 em dois casos, del(13g) em quatro casos e del(17p) em dois casos.
Cinco dos casos apresentavam caridtipos complexos, um biomarcador de mau progndstico na LLC.

Num dos casos, os estudos citogenéticos em conjunto com os resultados obtidos pela Anatomia
Patoldgica, permitiram identificar a progressao da LLC para um linfoma difuso de grandes células B.

Estes resultados evidenciam a relevancia dos estudos citogenéticos na caracterizacao da LLC, tanto

para um diagndstico diferencial como para o progndstico e orientacao terapéutica.

Palavras-chave: Leucemia Linfocitica Crdnica; alteracoes cromossomicas; cariétipo; FISH
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Abstract

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a neoplasm that has high genetic heterogeneity, with recurrent
cytogenetic abnormalities such as trisomy 12 and deletions of 11q, 13q, and 17p. These cytogenetic
abnormalities are related to the patient's prognosis as well as indications of treatment.

The aim of this study was to cytogenetically characterize patients diagnosed with CLL in order to
highlight the relevance of cytogenetics in differential diagnosis, prognosis, and therapeutic choice in CLL.
This study was conducted through a combination of conventional and molecular cytogenetic techniques
in a panel of 11 patients.

The recurrent cytogenetic abnormalities of CLL identified included del(11g) in two cases, trisomy 12 in
two cases, del(13q) in four cases, and del(17p) in two cases. Five of the cases had complex karyotypes, a
biomarker of poor prognosis in CLL.

In one of the cases, the cytogenetic study, in combination with the results obtained by Pathological
Anatomy, allowed the identification of CLL progression to a diffuse large B-cell ymphoma.

These results highlight the relevance of cytogenetic studies in the characterization of CLL, both for

differential diagnosis and for prognosis and therapeutic guidance.

Keywords: Chronic lymphocytic leukemia; chromosomal abnormalities; karyotype; FISH
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1. Introducao

0 estdgio realizado no Servico de Genética Laboratorial do Instituto Portugués de Oncologia do Porto
(IPO-Porto), nomeadamente na drea de citogenética, além de ter proporcionado a possibilidade de
desenvolver aptidoes e competéncias no ambito laboratorial, permitiu a aquisicao de conhecimentos e
competéncias em patologias, principalmente da Leucemia Linfocitica Crdnica (LLC), assim como estudar

o0 papel da citogenética no diagndstico, progndstico e direcionamento de terapias em doentes com LLC.

1.1. Leucemia Linfocitica Cronica

A leucemia linfocitica crénica é uma neoplasia caracterizada pelo crescimento nao controlado de pequenas
células B maduras que expressam a molécula de superficie CD5 (CD5+), podendo a doenca manifestar-se
de forma indolente ou mais agressiva. (1-7)

0 padrao morfoldgico caracteristico da LLC na maioria dos doentes é caracterizado pela presenca de
linfacitos pequenos e maduros, com limites estreitos de citoplasma, sendo este ligeiramente basdfilo,
nicleos densos com um nucléolo indistinguivel ou inexistente. (1,2) Noutros casos, o padrao tipico € a
presenca de células atipicas de maiores dimensdes ou até de prolinfécitos. (1,2) De referir que uma
concentracao de prolinfdcitos no sangue periférico superior a10% estd associada a uma forma de LLC mais
agressiva. (1,2)

A LLC afeta o sangue periférico, a medula dssea e outros tecidos linfoides como ganglios linfaticos,
baco e amigdalas. (1,3-5) Numa fase inicial da doenca, a maioria dos pacientes é assintomatico aquando
do diagndstico.(1) Nesta fase da doenca, a sintomatologia compreende citopenia, particularmente anemia
(baixa contagem de eritrdcitos) e trombocitopenia (baixa contagem de plaquetas), infecdes recorrentes,
hipogamaglobulinemia (baixa contagem de anticorpos), linfadenopatia e esplenomegalia. (1,3,4) Sintomas
como fadiga excessiva, perda de peso nao deliberada (mais de 10% da massa corporal num periodo de 6
meses), febre e suores noturnos sem origem determinada estao associados a progressao da LLC.(1,3) Em
fases mais avancadas, a doenca pode envolver também areas extra ganglionares com massas no figado,
pele, sistema nervoso central, rim, pleura e o0ssos. (1,4) O crescimento assimétrico de ganglios linfaticos

encontra-se também associado a progressao da doenca.(1)
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11.1. Epidemiologia

No periodo de 1990 a 2019 assistiu-se a um aumento da incidéncia de LLC (5), principalmente na
populacao caucasiana e, em menor extensao, nas populacdes asidticas e latino-americanas.(1,6) As taxas
de incidéncia e prevaléncia da LLC em paises desenvolvidos sao superiores as encontradas nos paises
subdesenvolvidos, o que pode ser associado a dificuldade na acessibilidade ao diagndstico, por ineficiéncia
de recursos dos sistemas de satide.(5,6) Portanto, esta haixa taxa de diagndstico pode contribuir para
subestimar a incidéncia e mortalidade da doenca.(5)

A LLC tem uma maior incidéncia em individuos com idades superiores a 65 anos (5,6) e afeta
maioritariamente o género masculino, (1,5,6) De referir que nos paises subdesenvolvidos a incidéncia da
LLC é maior no género feminino, opondo-se a tendéncia global. No entanto, as taxas de mortalidade sao
idénticas em ambos os géneros. (1,5)

No ano 2019, a India, a China e os Estados Unidos da América foram os paises com maior incidéncia
da LLC, apresentando também as maiores taxas de mortalidade. (5) Apesar de nao existirem muitos
estudos em Portugal, um estudo pulicado em 2021, referente aos anos de 2013-2014 no sul do pais,
revelou que a idade média de diagndstico da LLC é de 71 anos, onde 71% dos individuos apresentam uma

idade superior a 65 anos, sendo mais frequente no género masculino. (7)

1.1.2. Fatoresde Risco

Na literatura estao descritos diversos fatores de risco que podem estar envolvidos no
desenvolvimento de LLC, podendo estes ser genéticos ou ambientais.

Relativamente aos fatores genéticos, o risco de desenvolver LLC é mais elevado em individuos com
histdria familiar conhecida desta patologia ou mesmo em outra neoplasia. (1,8,9) Cerca de 35% das LLC
apresentam uma componente genética, (8) sendo o risco 5 a 8 vezes mais elevado em individuos com um
familiar em primeiro grau com esta patologia, (1,8) e cerca de 27 vezes maior com dois familiares. (9)

Relativamente aos fatores ambientais, alguns estudos mostram uma associacao entre fatores
ambientais e um risco acrescido de desenvolvimento da LLC, embora nao tenha sido claramente
estabelecida uma causalidade. (5,8,9) Um dos fatores de risco identificado foi o tabagismo, uma vez que o

fumo do cigarro leva alibertacdo de derivados de benzeno, substancia associada a patogénese de LLC. (5,9)
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A exposicao ocupacional também estd associada a um risco aumentado de desenvolvimento da LLC,
nomeadamente, na industria petrolifera, pela exposicao a derivados de benzeno e outros solventes (risco
aumentado cerca de seis vezes), e na agricultura, pela utilizacao de herbicidas e pesticidas.(9)

Um estudo efetuado por Karakosta et al estabeleceu uma associacao entre exposicao
ocupacional/ambiental e risco mais elevado de ocorrerem alteracoes citogenéticas na LLC. (9) Neste
estudo, o contacto com pesticidas e inseticidas revelou um risco aumentado seis vezes para o
aparecimento de delecdo do braco longo do cromossoma 11. (9) A exposicao ao benzeno foi também
considerada promotora de anomalias cromossémicas numeéricas e estruturais, nos leucdcitos do sangue
periférico. (9) Neste estudo foi também demonstrado que a exposicao a radiacao ionizante, sobretudo em
pacientes submetidos a exames radioldgicos repetidos, também se associa aum risco aumentado de cerca

de trés vezes de se desenvolver LLC. (9)

1.1.3. Patofisiologia

As células neoplasicas da LLC podem derivar das células B maduras (de memdria) ou das células B
imaturas, sendo a origem das células neoplasicas diferenciada pela presenca ou auséncia da hipermutacao
somatica de IGHV (Imunoglobulina da Cadeia Pesada Varidvel). (3,10)

A hipermutacao somatica IGHV é um processo da diferenciacao normal das células B que ocorre no
centro germinativo e ocorre quando as células estao em proliferacao. Durante este processo ocorrem
rearranjo somatico dos genes de imunoglobulinas, originando mutacdes nos segmentos génicos que
codificam as regides hipervariaveis das cadeias polipeptidicas das imunoglobulinas, fato que cria uma
elevada diversidade de recetores com diferentes afinidades para um dado antigénio e capazes de identificar
variados antigénios.(11)

As células neopldsicas que apresentam a hipermutacao somadtica, sao originarias de células B
maduras (células B de memdria) que passaram pelo centro germinativo. Pelo contrdrio, células neoplasicas
em que nao ocorreu este processo sao origindrias de células B imaturas, que ainda nao passaram pelo
centro germinativo. (3,10)

0 recetor de células B (BCR), expresso a superficie das células B,(12) apresenta na sua constituicao
umaimunoglobulina de superficie (smlg), que é a responsavel pelo reconhecimento de antigénios pelo BCR.
A estaimunoglobulina de superficie esta associado um heterodimero formado pelas subunidades lgo./1gB
(CD79A/ CD79B), que € o responsavel pela transducdo do sinal de ativacao que ocorre apds a ligacdo do

epitopo antigénico aimunoglobulina do BCR. (10,13,14)



A ativacao de BCR desencadeia a ativacao de diversas vias complexas, incluindo as vias PLC- vy 2,
PI3K e MAPK.(1,14,15) A via de sinalizacdo PI3K estd associada a remodelacao do citoesqueleto das células
B e a sua sobrevivéncia, enquanto a via MAPK, que conduz a fosforilacao de fatores de transcri¢ao, como o
c-Myc, estd envolvida no aumento da expressao de proteinas que levam a proliferacdo celular.(16) A via
PLC- v 2 promove nao s0 a libertacao de cdlcio, mas também a ativacao do fator de transcricao NF-kB,
sendo este o responsavel pela ativacao da expressao de genes envolvidos na proliferacao e sobrevivéncia
celular, conferindo as células neopldsicas resisténcia a quimioterapia. (16,17)

Na LLC, a ativacao do recetor das células B é causada pela presenca de antigénios existentes no
microambiente tumoral, promovendo a expansao e sobrevivéncias de células neopldsicas.(14)

A maioria dos doentes com LLC apresentavam linfocitose monoclonal de células B (MBL),
caracterizada pela auséncia de linfadenopatia ou organomegalia mas com aumento de linfécitos B no

sangue (permanecendo abaixo de 5x10°/L), antes de ocorrer progressao para doenca. (2)

Microambiente do tecido linfatico

As células da LLC, quando em ex vivo, sao muito suscetiveis a morte celular, o que sugere que o
microambiente onde elas se inserem é primordial para a sua sobrevivéncia.(3,10,12)

Na LLC, as células neoplasicas estao presentes nos centros de proliferacao ou pseudo-foliculos,
localizados em ganglios linfaticos ou medula dssea, onde interagem com diversas células acessdrias, como
as células do estroma da medula Gssea (BMSC), as células nurse-like derivada de mondcitos (NLC), células
dendriticas foliculares (FDC), células endoteliais e as células T.(2,3,12) Estas interacdes, diretas ou indiretas
via citocinas, fornecem protecao as células neopldsicas, permitindo que estas escapem a
apoptose.(1,3,4,12,15) A interacdo entre as células neopldsicas e as células acessdrias é mediada por um

conjunto de citocinas e quimiocionas, e por moléculas de adesao. (10,12)

1.2. AgenéticadalLLC

1.2.1 Alteracoes Citogenética

A LLC apresenta um perfil genético muito heterogéneo, nao existindo uma alteracao genética unica
que caracterize esta neoplasia.(115) Contudo, estdo descritas alteracdes citogenéticas recorrentes,

nomeadamente, a trissomia do cromossoma 12, (1,10,15,18) a delecao do braco longo do cromossoma 13



[del(13q)], a delecao do brago longo do cromossoma 11[del(11g)], e a delecao do braco curto do cromossoma
17 (del(17p)). (1,10,15)

A del(11p) € habitualmente uma delecao extensa (3) e ocorre em 10 a 20% dos doentes. Esta delecao
pode afetar o gene supressor tumoral, 0 gene ATM (localizado em 11g22.3) (1,3,12) e o gene BIRC3
(localizado em 11g22.2), que pertence a familia de proteinas inibidoras da apoptose e, quando presente,
contribui para a regulacao negativa de NF-kB. (3)

A trissomia 12 ocorre em 15 a 20% dos individuos com LLC, (1,3,12) estando associada a um risco
mais elevado de progressao e transformacao em sindrome de Ritcher (evolucdo para uma forma de linfoma
mais agressiva). (3,12)

A del(13q) estd descrita em cerca de 20% dos casos com alteracdes citogenéticas, sendo detetada
por FISH (Interphase fluorescence in situ hybridization) em 50 a 60% das LLC. (1,3,12) Esta delecao pode
englobar os genes DLEU2 e MIR15A (localizados em 13q14.2), que, quando presentes, auxiliam na
regulacdo do ciclo celular e na supressao da expressao de proteinas anti-apoptdticas.(1-3,12,15) Se a
delecao for de grandes dimensdes pode englobar o gene RBT, cuja perda estd associada a uma patologia
mais agressiva. (3,12,18)

A del(17p) é detetada, por FISH, em 5 a 10% dos casos. Esta delecao engloba o gene TP53, sendo a
delecdo deste gene um indicador de progndstico desfavoravel. (1,3,12)

Na LLC estao descritas outras alteracoes cromossomicas de menor relevancia, nomeadamente, a
del(6)(q21g23) e 0 ganho 14q, associados a um aumento na proporcao de prolinfdcitos no sangue periférico
(18) e a t(14;18)(g32;g21), envolvendo os genes IGH (Locus da Imunoglobulina Pesada) e BCL2. (3,10) A
t(14;19)(q32;q13), envolvendo o gene BCL3 e a t(2;14)(p16;g32), envolvendo o gene BCL11A, sao também
encontradas nestes doentes em menor frequéncia que outras alteracoes. (10)

A del(13q) e a trissomia 12 sao frequentemente detetados ao diagndstico, sugerindo que estes sao
eventos iniciais, (3,15) enquanto que a del(17p) e a del(11g) sao detetados em fases mais tardias, o que

sugere estarem associados a evolugao clonal e progressao da doenca.(15)

1.2.2 Alteragoes Génicas

O perfil mutacional da doenca é bastante heterogéneo, envolvendo muitos genes, embora apenas
mutacoes dos genes NOTCH1, SF3B1, TP53 e ATM se encontrem em mais de 5% dos doentes ao
diagndstico. (10) O gene SF3B1¢ o que se encontra mutado mais frequentemente, sendo a mutacao K700E

amais comum. (3,12)



As mutacoes recorrentes em LLC influenciam as vias de sinalizacao BCR, NOTCH, IL-1R, Wnt, MAPK,
gue controlam a reparacdo de DNA e o ciclo celular,(10,15) e vias que controlam o processamento e
exportacao de RNA. A desregulacao destas vias estd diretamente relacionada com a patogenicidade da
doenca. (3,10,12,15)

Algumas mutagoes génicas coexistem com alteracoes citogenéticas especificas, o que pode indicar
uma possivel associacao entre ambos. Alteracdes nos genes MYD88(3p22.2) e SF3B1(2g33.1) associam-

se frequentemente a del(13q) e del(11g), respetivamente, enquanto alteracdes no genes NOTCH1(9g34.3)e
BIRC3 (11q22.2) estao associados a trissomia 12. (3,12,15)

1.2.3 Epigenética

A epigenética é um ramo da biologia que estuda alteracdes da expressao génica sem ocorrer
alteracao na sequéncia de DNA, e envolve mecanismos como metilacao do DNA e modificacao de
histonas.(19)

As alteracbes epigenéticas desempenham também um papel na patogénese da doenca. (1,3)
Atualmente, estao descritos 3 grupos distintos de LLC de acordo com o perfil de metilacao do DNA. (1,3) O
LLC tipo células B de memdria apresenta um perfil de metilacao tipico de células B com IGHV mutado
enquanto o LLC tipo células B naive apresenta um perfil de metilacao tipico de células B com IGHV nao
mutado. O LLC intermédio de metilacao de DNA é constituido por um perfil que se encontra entre as células
naive e de memodria. (1,3,10,12)

Pacientes com LLC apresentam uma hipometilacdo generalizada do DNA,(3) sendo esta mais
comum nos locais de ligacdo a fatores de transcricao (10,12) e em genes envolvidos na patogénese da
LLC.(10) Doentes que apresentam trissomia 12 apresentam uma hipometilacdo caracteristica, associada a

acetilacao de H3K27.(10)

1.3. Exames de diagnostico e estadiamento

Para se estabelecer o diagndstico de LLC é necessario efetuar um hemograma diferencial, onde a
contagem de linfdcitos B no sangue periférico é superior a 5x10%/L, durante pelo menos 3 meses. (1,2,20)
A imunofenotipagem por citometria de fluxo dos linfdcitos periféricos € um dos ensaios primordiais
para o diagnostico da LLC. As células neoplasicas de LLC apresentam expressao de marcadores de

superficie das células B, como CD19, CD23 e CD20, sendo a expressao do CD20 caracteristicamente mais
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baixa quando comparada a encontrada em células B normais. (1,2,20) Nestas células neopldsicas, estes
marcadores encontram-se associados a expressao do antigénio CD5 e a uma fraca expressao de
imunoglobulina membranar. Deste modo, o estudo do painel dos marcadores CD5, CD19, CD20, CD23 e
cadeias leves de imoglobulinas x e XA (cada clone apenas pode expressar uma) pode auxiliar no
estabelecimento do diagndstico da LLC. (1,2,20)

A imagiologia radiogrdfica nao é geralmente recomendada em pacientes assintomaticos, todavia
pode ter utilidade em algumas situacdes. A tomografia computadorizada (CT) pode ser utilizada, em
pacientes sintomaticos, para que se possa excluir a infiltracao pulmonar ou derrame pleural. A CT ou
ressonancia magnética de areas como o pescoco, peito, abdémen e pélvis podem ser tteis para determinar
amassa tumoral.(20)

A realizacao de outras andlises e estudos moleculares nao sao cruciais para o diagndstico de LLC, no
entanto auxiliam no estabelecimento do estadiamento da patologia.

A utilizacdo da técnica de FISH (Interphase fluorescence in situ hybridization) permite detetar
alteragdes citogenéticas em cerca de 80% dos doentes com LLC.(110,15,18) Paralelamente, estudo
cromossomico, apds estimulacao celular apropriada, pode também ser utilizado para caracterizar a
patologia.(1,2,10)

0 estudo do gene TP53, tanto a sua delecao, por FISH, como a existéncia de mutacao, por técnicas
de genética molecular, devem ser investigados ao diagndstico, devido ao seu elevado valor preditivo e
progndstico no tratamento e evolucdo clinica da neoplasia. (1,2,20)

A realizacao de um mielograma e de uma bidpsia medular podem ser necessarias para avaliar a
extensao e padroes de infiltracao medular da neoplasia, assim como para clarificar a relacao de citopenias
a infiltragao leucémica medular. (2,20) Os ganglios linfaticos podem apresentar um aumento de volume
em consequéncia da infiltracao de células linfoides pequenas, assim como o baco, principalmente a polpa

branca, e mais raramente na polpa vermelha.(1)

1.4. Estadiamento Clinico

0O estadiamento da LLC tem por base dois sistemas comumente conhecidos e utilizados: Sistema
Rai e Sistema de Binet (Tabela 1). Ambos os sistemas sao simples e baseados apenas num exame fisico
e na contagem de células sanguineas, nao sendo necessario qualquer outro teste adicional. Atualmente,
cada um destes sistemas apresentam trés estadios distintos onde se pode enquadrar cada

paciente.(1,2,21-23)
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Tabela 1 - Estadiamento Clinico da Leucemia Linfocitica Crénica segundo os Sistemas de Binet e Rai

Estadio Definicao
A Sem anemia/trombocitopenia;
<3 dreas linfoides envolvidas
Binet g Sem anemia/trombocitopenia;
>3 areas linfoides envolvidas
c Com anemia/trombocitopenia

Independente de dreas linfoides envolvidas

Baixo Risco Linfocitose

Rai Médio Risco  Linfocitose e aumento do volume de ganglios linfaticos ou organomegalia

Linfocitose e anemia/trombocitopenia com ou sem aumento do volume de ganglios

Alto Risco P
linfaticos

Sistema de Binet

0 estadiamento segundo o sistema de Binet é baseado em duas caracteristicas: o nimero de dreas
linfoides envolvidas (presenca/auséncia de ganglios linfiticos aumentados ou organomegalia) e a
presenca/auséncia de anemia (baixa contagem de eritrdcitos, Hb < 10 g/dI) ou trombocitopenia (baixa
contagem de plaquetas, plaquetas <100 x 10°/L).(1,2,21)

Sistema de Rai

Inicialmente o sistema Rai apresentava 5 categorias para o estadiamento (Rai 0 a Rai IV),(2,22,23)
porém foi verificado que a aplicacao deste sistema a ensaios terapéuticos prospetivos era demasiado
complicado.(22) Uma vez que, no estudo inicial, apenas trés grupos apresentavam diferencas significativas
este sistema foi modificado para que houvesse entao apenas 3 grupos de progndstico: doenca de baixo
risco, doenca de médio risco e doenca de alto risco. (2,22,23) O estadiamento baseado neste sistema
considera: a presenca ou auséncia de linfocitose (ou seja, alta contagem de linfdcitos) no sangue e/ou
medula dssea; 0 aumento de ganglios linfaticos e/ou organomegalia (no figado e/ou baco); e a presenca

de anemia e trombocitopenia. (22,23)
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1.5. Fatores de prognéstico

Atualmente, estao descritos varios parametros que auxiliam no progndstico e caracterizacao da
LLC. A contagem de linfdcitos € um um parametro importante associado a diferencas significativas na
sobrevivéncia de doentes. (23) Doentes com linfdcitos abaixo de 50000 células por mm? apresentam
uma neoplasia indolente, enquanto doentes com valores superiores apresentam uma doenca mais
agressiva. (23) Do mesmo modo, os padrdes de infiltracao medular, assim como a sua extensao, refletem
o estadiamento e massa tumoral da patologia.(1,2) Padrdes nodulares e intersticiais sao, normalmente,
observados em fases iniciais da doenca, sendo entdao associados a uma patologia mais indolente,
enquanto um padrao difuso estd associado a fases mais avangadas da doenca, com falha medular e
doenca mais agressiva.(1,23)

Um outro indicador de progndstico forte € o nivel elevado de Beta-2 Microglobulina sérico (1,24)
que influencia negativamente a resposta ao tratamento, o tempo livre de tratamento e a sobrevivéncia
em pacientes com quimioimunoterapia de primeira linha.(24) De forma semelhante, o status mutacional
de IGHV (auséncia ou presenca de hipermutacao somadtica) reflete diferencas na proliferacao celular, pelo
gue apresenta relevancia crucial no prognéstico de LLC.(1,20) Células neopldsicas derivadas de IGHV nao
mutado demonstram maior instabilidade genética, estando associadas a um pior progndstico e a baixas
taxas de sobrevivéncia, quando comparado com as derivadas de IGHV mutado.(1,2,20)

Células da LLC que expressam CD38 apresentam elevada capacidade de proliferacao e menor
sensibilidade para quimioterapia, estando associadas a um pior progndstico.(1,2,25,26) 0 ZAP-70 nao é
expresso em linfécitos B normais, mas a sua presenca em células de LLC pode ser utilizado como
marcador para o status mutacional de IGHV,(27) estando associado a expressao de IGHV nao mutado e
a um progndstico desfavordvel.(2,25) De forma semelhante, CD49d mostrou ser desfavoravel em
pacientes de LLC, uma vez que apresenta um papel crucial na ativacao e sobrevivéncia de células B de
LLC, através da sua acao no microambiente tumoral. (2,28)

E de notar que a expressao ZAP70, CD38 e CD49d esta frequentemente relacionada com
alteragdes citogenéticas desfavordveis. (2,25) Alguns marcadores como os niveis de CD23 soltivel e a

timidina cinase estao associados a um bom progndstico e a ndo progressao da patologia. (2,20)
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1.5.1 Alteracdes genéticas e citogenéticas

Diversas alteracdes genéticas e citogenéticas estao relacionadas com o progndstico do doente, nao
havendo distincdo no progndstico dos doentes com LLC familiar é dos doentes com LLC espordadica. (9)

A delecao do braco longo do cromossoma 13, del(13q), como alteracao isolada, esta associada a um
bom progndstico e auma doenca menos agressiva.(1,24) Por outro lado, adel(11q), apds quimioterapia, esta
relacionada com extensa linfadenopatia, progressao da patologia e menor sobrevivéncia.(24,25)

0 gene TP53 é um gene supressor tumoral cuja alteracao representa um indicador de progndstico
desfavoravel. Nos doentes com alteracao, cerca de dois tercos apresentam delecao do braco curto do
cromossoma 17 (del(17p), e os restantes mutacao na grelha de leitura do gene.(1,2,20) A del(17p) é mais
frequentemente observada em doentes previamente tratados para LLC, anteriormente negativos para esta
delecdo, sugerindo possivel evolucdo clonal relacionada com o tratamento. (24) As alteracdes
del(17p)/TP53, apds um regime de quimioterapia, estdo associadas a uma taxa de sobrevivéncia mais
baixa e a um menor intervalo de tempo entre a necessidade de realizacao dos tratamentos.(1,2,24,25)

Outros indicadores de progndstico independente sao alteracdes em genes como ATM, NOTCH],
SF3B1 que se encontram associados a uma doenca mais agressiva, deste modo estes doentes beneficiam
de um inicio precoce do tratamento, independentemente do status mutacional IGHV. (24,25)

Mutacoes que afetem os genes NOTCH1, SF3B1 e TP53 sao mais prevalentes do que outras
alteracdes génicas, e estdao associados a um progndstico desfavordvel.(2,20,29) Nos doentes com
alteracdes génicas, a grande maioria apresenta mutacoes em apenas um gene, o que é suficiente para que
se manifeste uma doenca mais agressiva do que em doentes que nao apresentam qualquer alteracao

genética. (29)

Caridtipo Complexo

Um caridtipo complexo é caracterizado pela presenca de trés ou mais alteragdes cromossomicas nao
relacionadas. (24,30)

Um caridtipo complexo pode ser classificado em trés subtipos mediante o nimero de alteragdes nao
relacionadas. Um caridtipo de baixa complexidade caracterizado por 3 alteragdes cromossomicas, cariétipo
de complexidade intermédia caracterizado por 4 alteracoes, e cariétipo de elevada complexidade
caracterizado por 5 ou mais alteracdes cromossémicas. (24,30)

O cariétipo de elevada complexidade é um fator de progndstico desfavoravel independente do status
mutacional IGHV e das alteracoes do gene TP53. Os de baixa complexidade ou intermédio apenas sao

clinicamente relevantes se ocorrerem em simultaneo com alteracdes do gene TP53. (24,30) E relevante
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mencionar que caridtipos baixo/médio podem adquirir alteracdes adicionais e evoluir para um CC muito
complexo.(30)

As trissomias 12 e/ou 19 em cariétipos complexos foram associadas a uma forma indolente da
patologia. (30) O cariétipo complexo associa-se a progndsticos desfavordveis nos pacientes tratados com
ibrutinib. O cariétipo de elevada complexidade é de mau progndstico apds regimes a base de

venetoclax.(24)

1.5.2 Sistemas de Caraterizacao de Progndstico

Atualmente, existem diversos sistemas desenvolvidos que permitem entender o progndstico do
doente e o orientar a escolha do tratamento. Estes sistemas utilizam caracteristicas ja associadas aum pior
ou melhor progndstico, como alteracdes citogenéticas, status de IGHV, alteracdes em ganglios linfaticos
entre outros.(24,31)

Entre os modelos atualmente descritos, o mais amplamente reconhecido e utilizado é o index de
progndstico internacional de LLC (CLL-IPI).(20,32) Este sistema utiliza 5 parametros amplamente
conhecidos e aplicaveis de modo a estratificar os pacientes em 4 grupos distintos consoante o nivel de risco
do paciente (risco baixo, médio, alto e muito alto). Este modelo combina caracteristicas bioldgicas e
genéticas da doenca com fatores de risco para a mesma, de modo que seja facilmente aplicado.(31)

0 5 parametros foram analisados e classificados com um valor (a pontuacao de risco), de modo que
a soma total (valor entre O e 10) classificasse o paciente consoante o seu grupo de risco (Tabela 2). Os
parametros incluem alteracoes em TP53, status de IGHV, idade, estadio clinico e concentracao de Beta-2

Microglobulina. (31)

Tabela 2 - Parametros Prognésticos e Pontuacao de Risco no Indice de Progndstico Internacional para
Leucemia Linfocitica Crénica (pontuacao do risco maximo: 10 pontos).

Parametro Avaliado Critério de risco Pontuacao de risco
Alteracao em TP53 Presenca de dele¢ao/mutacao 4 pontos
Status mutacional de IGHV  IGHV nao mutado 2 pontos
B2-microglobulina sérica  >3,5mg/L 2 pontos
Estadiamento Binet B/C ou Raimédio/altorisco  1ponto
Idade Superior a 65 anos 1ponto

"
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1.6. Tratamento

Em fases iniciais da doenca, diversos estudos com agentes quimioimunoterapéuticos demonstraram
que estes nao possuem heneficios sobre a sobrevivéncia de pacientes. Por este motivo, deve ser adotada
uma estratégia de monitorizacao, através de hemogramas diferenciais a cada 3 ou 6 meses, até ser
observada progressao da doenca. (2,20,24,33,34)

A doenca é considerada sintomdtica quando, pelo menos, um dos seguintes critérios esta presente:
desenvolvimento de anemia/trombocitopenia; esplenomegalia/linfadenopatia progressiva ou
sintomatica; linfocitose progressiva; complicagcdes autoimunes; envolvimento extraganglionar sintomatico;
outros sintomas (como: perda de peso e fadiga significativa, febre superior a 382C por 2 semanas e suores
noturnos por 1 més, sem que haja evidéncia de infecdo). (32)

Quando se inicia a terapia, a escolha do tratamento deve ter em consideracao marcadores como
status de IGHV, mutacoes em genes como NOTCH1, SF3BTe BIRC3 e alteracoes citogenéticas assim como
aidade do doente e comorbidades de modo que se possa estabelecer a melhor estratégia terapéutica para
cada paciente. Estes marcadores podem igualmente ser estudados apds a terapia, para excluir a evolucao
da patologia. (1,32)

Em doentes sem alteracao no gene TP53, sao recomendados regimes a base de inibidores da cinase
de tirosina bruton (BTKi covalentes), como acalabrutinib e ibrutinib, ou venetoclax (inibidor oral do linfoma
de células B). (32-34)

A utilizacao de BTKi covalentes em associacdo com anticorpos monoclonais anti CD-20
nomeadamente acalabrutinib+obinutuzumab, esta associada a uma melhor taxa de sobrevivéncia.
(20,24,32,34)Do mesmo modo, a combinacao de venetoclax com obinutuzumab demonstra altas taxas de
sobrevivéncia, independentemente das comorbidades e idade dos pacientes. (20,24,32,34)

Quando o doente é jovem (menos de 65 anos), com alteracao em IGHV, sem alteracao no gene TP53
e sem comorbidades, a quimioterapia com FCR (fludarabina, ciclofosfamida e rituximab) pode ser
recomendada, embora apenas quando os restantes regimes terapéuticos sao contraindicados.
(20,24,32,34)

Em doentes com alterac6es no gene TP53, a quimioimunoterapia nao é recomendada.(20,24,32,34)
A monoterapia com ibrutinib é uma das terapias de preferéncia nestes pacientes.(20,24,33) Venetoclax em
monoterapia, (20,33) assim como a sua combinacao com obinutuzumab (20,24,32,34) ou ibrutinib (24)
sao também regimes de preferéncia nestes individuos. (20,24,32,34)

Apds o tratamento inicial, na qual se verificou remissao, o reinicio da terapia apenas é realizado se a

neoplasia se tornar novamente sintomatica, segundo os critérios anteriormente descritos.(2) A terapia de

12



22 linha deve ter em consideracao os agentes utilizados no primeiro tratamento, a duracao da remissao e
se ocorreu resisténcia. (24,32)

A quimioterapia nao é, geralmente, recomendado a individuos que ja a tenham realizado, nem a
doentes com alteracdes no gene TP53.(2,34)

Em doentes previamente tratados com BTKi covalente pode optar-se por ajustar a dose a tomar ou
por outro BTKi covalente. (24,34) Caso se verifique resisténcia a estes agentes, devido a mutacdes em
genes como BTK, PLCG2, BCL2, (1) deve ser selecionado um tratamento a base de venetoclax, (24,32,34)
sendo recomendada a sua utilizacao conjunta com rituximab (20,33,34) em todos os pacientes, incluindo
aqueles com alteragdes no gene TP53. (24)

Em pacientes previamente tratados com regimes a base de venetoclax, a escolha de preferéncia é
um BTKi covalente. (20,24,34) O reinicio de venetoclax pode ser considerado se passaram mais de 2 anos
até se dar o relapso. (24,34)

Antes do surgimento de novos agentes terapéuticos, o transplante alogénico de células estaminais
(alo-HCT) constituia o tratamento de escolha em doentes de alto risco, que apresentassem del(17p)/ TP53
ou doenca refrataria apds tratamento com fludarabina, (24,33) embora, atualmente esta opcao nao seja
relevante.(24,33,34) Apesar disto, o alo-HCT é recomendado a pacientes de LLC refratdrio a, pelo menos,
um dos novos agentes terapéuticos, mas que ainda respondam a inibidores do recetor de células B ou
venetoclax. (20,24,33,34)

A terapia com células CAR-T dirigida ao marcador CD19 é uma abordagem avancada e eficaz para
pacientes com risco muito alto de LLC, sendo recomendada antes de um transplante de células-tronco
hematopoéticas (alo-HCT) (33,34) e indicada para aqueles que nao responderam a outros tratamentos,

especialmente apGs a progressao da doenca.(20,34)
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2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar citogeneticamente doentes com diagndstico de Leucemia

Linfocitica Crénica.
Especificamente, os objetivos deste projeto foram:

1. ldentificar e descrever alteracoes citogenéticas em doentes de LLC
2. Correlacionar as alteracdes citogenéticas do doente com implicacoes clinicas relevantes.
3. Demonstrar a relevancia do estudo citogenético no diagndstico diferencial, progndstico e

orientacao terapéuticana LLC
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3. Métodos

3.1. Amostras

Para o presente estudo foram utilizados os todos casos com suspeita de LLC e os casos para
monitorizacao/seguimento da LLC rececionados no Servico de Genética Laboratorial do Departamento
de Medicina Laboratorial, do Instituto Portugués de Oncologia do Porto, no periodo de 16 de setembro de
2024 e 17 de janeiro de 2025.

Estas amostras foram provenientes de pacientes do IPO-Porto e de outros hospitais sem capacidade
para realizar estas analises citogenéticas, sendo as amostras de diversas natureza, nomeadamente de
medula dssea, sangue periférico e de ganglio linfatico. Apesar do sangue periférico ser considerado o tipo
de amostra preferencial para o estudo da LLC, devido a taxa de sucesso para a obtencao de resultados,
(35,36) quando o tumor invade a medula éssea, esta é uma amostra alternativa para o estudo
citogenético. (36)

Para o estudo de citogenética convencional, a colheita das amostras de sangue periférico e de medula
6ssea deve ser efetuada para tubos com heparina, uma vez que a solucao anticoagulante de EDTA
interfere com as concentracdbes de magnésio, diminuindo a capacidade de divisao celular e,
consequentemente, compromete a proliferacao adequada das células, resultando num menor nimero de
metafases disponiveis para andlise. (36,37)

Para o estudo de FISH, as amostras podem ser colhidas em tubos contendo heparina ou EDTA.
Também podem ser utilizadas as suspensaes celulares utilizadas para o cariétipo, uma vez que a técnica
requer apenas a integridade do DNA. (38,39)

Cada amostra estava identificada com informacao referente ao doente, nomeadamente nome do
doente, nimero de registo no IPO e o nimero de registo da andlise para citogenética (GCXXXX).

Em todas as amostras rececionadas apds registo e sua identificacao, foi efetuado o estudo
citogenético convencional e molecular. Neste Servico, as amostras sao colocadas em cultura a sequnda-
feira, terca-feira ou sexta-feira, uma vez que sao culturas de 72h. As amostras rececionadas nos outros

dias da semana sao armazenadas, a temperatura ambiente, e sao colocadas em cultura a sexta-feira.
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3.2. Citogenética Convencional

Cultura Celular

Uma vez que a proliferacdo espontanea de células neoplasicas de LLC in vitro é muito reduzida, (36) a
cultura celular é suplementada com um mitogénio e o tempo de cultura é prolongado (entre 3 a 5 dias),
em contraste com as culturas celulares de 24 horas que sao habitualmente realizadas. (36,40)

No Servico de Genética Laboratorial IPO-Porto é usado como meio de cultura o RPMI 1640, que
apresenta uma composicdao enriquecida em sais minerais, 0 agente redutor glutationa e elevadas
concentragdes de vitaminas, incluindo vitamina B8. (41) A este meio € adicionado o GlutaMAX que, além
de conter o aminodcido essencial L-glutamina, contém reagentes que minimizam a acumulacgao toxica
de amoniaco e aumentam a viabilidade e crescimento celular. (41) Este meio €, ainda, suplementado com
soro fetal bovino (FBS) (concentracao final de 20%), que enriquece o meio em proteinas, lipidos e fatores
de crescimento, o que permite a preservacao da viabilidade celular e promove o crescimento celular, (42)
sendo este designado por meio completo. A este meio é ainda adicionado uma solucao de
penicilina/estreptomina (concentracao final de 1%) para prevenir a proliferacao bacteriana. (43) Como
mitogénio, é adicionado ao meio completo uma mistura de IL-2 e DSP30, que é um oligonucledtido
sintético capaz de ativar células do sistema imune e induzir a sua proliferacao.(40)

O protocolo utilizado para a cultura celular foi o protocolo de rotina do Servico de Genética Laboratorial
do IPOP-Porto (Figura 1). Assim, em cada frasco de cultura, é colocado, cerca de 8 a 10 mL do meio
completo, 200 pL de DSP30 [Gibco, Thermo Fisher Scientific, New York, USA] e 1 mL de IL-2 [Gibco,
Thermo Fisher Scientificc New York, USA]. Quando a amostra é de medula dssea é adicionado,
aproximadamente, 0,8mL da amostra ao frasco de cultura. Quando a amostra é sangue periférico é
calculado o volume de amostra que se deve adicionar, a partir do numero de leucdcitos registado no
hemograma, de modo a se obter uma densidade celular 6tima para cultura, cerca de 2x108 células/mL de
cultura. Quando a amostra é um ou parte de um ganglio linfatico, é efetuado primeiramente uma
desagregacao celular mecanica (numa placa de petri com a ajuda de pingas, processo realizado numa
numa camara de fluxo). A suspensao celular é ressuspendida em meio de cultura e colocada em cultura
durante 24 horas.

Os frascos de cultura sao, posteriormente, incubados numa estufa a 372C e 5% CO2 durante 72 horas.
Apds este tempo de incubacao, é adicionado a cada frasco de cultura 200 pL de Colcemid [Gibco, Thermo
Fisher Scientific, New York, USA], sendo colocados novamente na mesma estufa durante 20 minutos. O
Colcemid inibe aformacao do fuso mitdtico, o que permite que as células em mitose fiqguem em metafase,

alturaem que a condensacao dos cromossomas é maxima. (4-6,10)
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Figura1- Representacao esquematica do protocolo de cultura celular e processamento de amostras de leucemia
linfocitica crénica para estudo citogenético.

De sequida, a suspensao celular presente num frasco de cultura é transferida para um tubo cénico de
15mL, devidamente identificado, e centrifugado a 1400 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante é
removido e, em seguida, é adicionada uma solucao hipotdnica (0.06M KCl) [Sigma-Aldrich™, Merck,
KGaA, Saint Louis, MO, USA] pré-aquecida a 37°C até perfazer 14mL. Esta solucdo leva a criacao de um
gradiente de concentracdo entre o meio extracelular e o intracelular, promovendo a entrada de dgua para
a célula e, consequentemente, as células ficam tdrgidas, (39) o que permite uma melhor dispersao dos
cromossomas durante a preparacao das laminas. (39,44) O pré-aquecimento da solucdo a 372 permite
acelerar o processo de osmose e torna a membrana plasmatica mais elastica. (39)

Otubo conico é, posteriormente, colocado em banho-maria a 372 durante 20 minutos, seqguido de uma
nova centrifugacao e remocao do sobrenadante. Numa hotte quimica, o tubo é agitado suavemente no
vortex para se proceder a ressuspensao celular, sendo posteriormente, adicionada, lentamente, a
solucao fixadora, composta por uma mistura de metanol e dcido acético numa proporc¢ao de 3 para 1, até
perfazer 2 mL, podendo depois ser adicionado o restante fixador, até aos 12mL. Este processo leva a
desidratacao e preservacao da suspensao celular, permitindo o endurecimento das membranas e da
cromatina, preparando os cromossomas para a realizacao da técnica de bandas. (39)

Posteriormente, a suspensao é colocada a -20°C, durante, pelo menos, 15 minutos. De sequida, é
realizada uma lavagem (centrifugacao, remocao de sobrenadante e adi¢ao de novo fixador) e os tubos

foram armazenados a -202C até que a realizacao do espalhamento.
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Espalhamento de células e técnica de bandas

Antes de se iniciar o espalhamento, foram realizadas varias lavagens do material para eliminar restos
celulares e citoplasmadticos presentes na suspensao. Apds a ultima lavagem, os sedimentos celulares
foram suspensos numa quantidade de fixador adequado para o espalhamento.

As laminas de vidro, armazenadas em etanol a 99,6%, foram retiradas, limpas e identificadas com o
numero do caso. Posteriormente, foram mergulhadas em agua destilada e colocadas a 0°C.

Para o espalhamento do sedimento celular, as laminas foram colocadas num plano inclinado, tendo
sido distribuidas 4 a5 gotas da suspensao celular por lamina, tendo sido colocadas na estufa a 652C para
secagem. Para ocorrer o processo de envelhecimento as laminas podem ser mantidas na estufa a 65°C
durante a noite ou transferidas para uma estufa a 902 por 90 minutos.

Antes de proceder a coloracao, cada lamina foi mergulhada numa solucao de 1,2% de tripsina [Sigma-
Aldrich™, Merck, KGaA, Saint Louis, MO, USA] diluida em tampao Fosfato Sorensen 1:1 [Merck, KGaA,
Saint Louis, MO, USA] e, posteriormente, apenas em solucao de tampao fosfato para lavagem. De
seguida, as laminas foram colocadas num suporte horizontal e cobertas com corante durante 3 minutos
e 30 segundos. O corante utilizado foi o corante Leishman [Merck, KGaA, Ontario, Canada], diluido em
metanol absoluto (1,5g/L) e dissolvido numa solugao de Gurr [Gibco, Thermo Fisher Scientific, New York,
USA], que permite estabilizar o pH para a coloracao, (45) numa proporcao de 1 para 3. Apés a coloracao,
as laminas foram lavadas rapidamente em agua destilada para retirar o excesso de corante.

Apés a secagem, as laminas foram colocadas no Cytolnsight GSL system, que é um sistema
automatico de captura de imagens. Através do software CytoVision é possivel realizar a andlise das

metafases no computador. Como definido por diversas guidelines de citogenética, (35,44) para cada

caso foram analisadas, quando possivel, 20 metafases.

3.3. Citogenética Molecular

Na técnica de FISH, em cinco dos casos em diagndstico foi aplicado o painel completo de sondas
utilizadas no IPO-Porto paraa LLC, queinclui as delecoes de 11q,13q e 17p, a trissomia 12 e translocacoes
envolvendo o locus IGH (Tabela 3). Nos restantes dois casos em diagndstico foi exclusivamente
estudada a fusao IGH:CCND1. Nos casos em follow-up apenas foram utilizadas as sondas de delecao

13qe17p.
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Tabela 3 - Painel de sondas de FISH, utilizadas ao diagndstico de Leucemia Linfocitica Crénica no IPO-Porto: alteragdes
genéticas em estudo, sondas utilizadas e padroes de resultados.

Alteracao em Estudo Sondas utilizadas Resultado sem alteracao = Resultado com alteracao
Del(11q) ATM(11922)/SE11  2G2R 2G1R
Trissomia 12 SE12(D12Z3)/SE6  2G2R 3GeR
Del(13q) D13S319 2G2R 2G1R
Translocacoes com locus IGH IGH (14932) Break  2F 1FIR1G
Del(17p) TP53(17p13)/SE17  2G2R 2G1R

2@, dois sinais verdes independentes; 2R, dois sinais vermelhos independentes; 2F, dois sinais de fusao; 1F, um sinal de fusao;
1G, dois sinais verde; 1R, dois sinais vermelho.

3.3.1. TécnicadeFISH

O protocolo utilizado para a técnica de FISH foi o protocolo de rotina do Servico de Genética
Laboratorial do IPOP-Porto. Quando as amostras de LLC foram rececionadas, para FISH, foi realizada
fixacao direta, tendo sido adicionado TmL de amostra a um tubo cénico 7mL de meio RPMI ou de soluto
hipotdnico a 372C. Apds centrifugacao a 1400 rpm durante 5 minutos, o sobrenadante foi removido e foi
adicionada a solucao hipotdnica aquecida a 372, até perfazer 12mL. A suspensao foi colocada em banho-
maria a 37°2C durante 20 minutos, apds os quais foi realizada a fixacao da suspensao, como
anteriormente descrito no ponto de culturas celulares do protocolo de citogenética convencional.

Posteriormente, a suspensao foi colocada a 20°C, durante, pelo menos, 15 minutos. De seguida, foi
realizada a lavagem e as suspensoes foram novamente armazenadas a -42C até que se proceda a
realizacao do restante ensaio.

As laminas a utilizar foram identificadas com o nimero do paciente, assim como, com a sonda
utilizada, e foi demarcada a drea de hibridacao. A esta area foram adicionados 8l da suspensao de
células e, posteriormente, 10ul da sonda relativa a alteracao em estudo, exceto na sonda SE 12 (D12Z3)/
SE 6, onde foram adicionados 2 pl de SE 12 [Leica Biosystems, Amsterdam, The Netherlands], 2 pl de SE
6 [Leica Biosystems, Amsterdam, The Netherlands] e 6pl de buffer [Leica Biosystems, Amsterdam, The
Netherlands]. Apds a colocacao da lamela sobre a drea delimitada as laminas foram colocadas no
termociclador, num programa de 8 minutos a 809C, para ocorrer a desnaturacao, e 18 horas a 37°C, para

ocorrer a hibridacao da sonda na sequéncia alvo. Posteriormente, as lamelas foram removidas das
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laminas e foram mergulhadas em 0,4xSSC/0,3% Tween [Sigma-Aldrich™, Merck, KGaA, Ontario,
Canada] a 72° durante 2 minutos. De seguida, as laminas foram transferidas para uma solugao
2xS5C/0,1% Tween a temperatura ambiente durante 1 minuto, sendo protegidas da luz de forma a
preservar a fluorescéncia.

Apds o término da lavagem, foram adicionados 10ul de DAPI [VectaShield, Vector Laboratories,
Newark, CA, USA]. a drea delimitada. Uma nova lamela foi colocada sobre a ldmina e a humidade extra
foiretirada. Até se proceder a andlise, as laminas foram mantidas protegidas da luz e a uma temperatura
de -4°C.

As laminas sao analisadas com recurso a um microscépio de fluorescéncia, conectado a um
computador onde, com recurso ao software CytoVision, é possivel fotografar o que € visualizado no

microscopio. Para cada caso foram analisados 100 nuicleos ao diagndstico e 200 em follow-up.

3.3.2. Anadlise e interpretacao dos resultados obtidos por FISH

Utilizacao do conjunto de sondas ATM (11g22)/SE 11

0 conjunto de sondas ATM (11q22)/SE 11 permite identificar os cromossomas 11 e detetar delecoes
naregiao 1122 (Figura 2). A sonda SE 11 utiliza um oligonucleotideo conjugado com FITC complementar
a uma sequéncia especifica do centrémero do cromossoma 11, emitindo fluorescéncia verde apds
excitacao a um comprimento de onda de 495nm. A sonda ATM(11g22) utiliza um oligonucleotideo
conjugado com PE complementar a uma sequéncia especifica do gene ATM, emitindo fluorescéncia
vermelha apds excitacao a um comprimento de onda de 550nm. Assim, uma célula que apresente uma
delecao 11q ira apresentar dois sinais verdes, correspondentes aos dois cromossomas 11 e um sinal

vermelho corresponde apenas aum gene ATM.

D1154485

ATM 235 kB
11q22

RH39918

11
Figura 2 - Mapa da sonda ATM (11g22)/SE 11 [Leica Biosystems, Amsterdam, The Netherlands]
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Utilizacao do conjunto de sondas SE 12 (D12Z3)/SE 6

O conjunto de sondas SE 12 (D12Z3)/SE 6 permite identificar os cromossomas 12 e 6. A sonda SE 12
utiliza um oligonucleotideo conjugado com FITC complementar a uma sequéncia especifica do
centrémero do cromossoma 12, emitindo fluorescéncia verde apGs excitacao (495nm). A sonda SE 6
utiliza um oligonucleotideo conjugado com PE complementar a uma sequéncia especifica do centrémero
do cromossoma 6, emitindo fluorescéncia vermelha apds excitacao (550nm). Assim, uma célula que
apresente uma trissomia 12 ird apresentar trés sinais verdes, correspondentes aos trés cromossomas 12

e dois sinais vermelhos correspondentes aos dois cromossomas 6.

Utilizacao do conjunto de sondas D135319/13q34

0 conjunto de sondas D135319/13q34 permite identificar o cromossoma13 e, em simultaneo, detetar
delecdes na regiao 13q34 (Figura 3). A sonda especifica 13934, utiliza um oligonucleotideo conjugado
com FITC (excitacao a 503nm, emissao verde) complementar a esta regiao, enquanto a sonda D135319,
utiliza um oligonucleotideo com PE (excitacao a 547nm, emissao vermelha) que deteta o niimero de
cOpias deste gene na regiao 13q14.2. Em caso de delecao 13q, verificam-se dois sinais verdes e apenas

um vermelho, indicando perda de uma cdpia de D1353179.

D13S319
RH45599 D13S1474 SHGC111313 RH39633
’ ’ | 53 5 3
3l 5 5 3 4 - = >
PROZ LAMP1
©.5F DLEU2 DLEU1
§\? ~630 kb
= Cen = 13q34 > Tel
~175 kb
Cen «———13q142 ——— 5 Tel SPEC 13q34 Probe map (not fo scale].

SPEC D13S319 Probe map (not to scale).

Figura 3 - Mapa da sonda D135319/13q34 [Zytolight, ZytoVision GmbH, Bremerhaven, Alemanha]

Utilizacao do conjunto de sondas IGH (14qg32) Break

A sonda IGH (14q32) Break permite detetar translocagdes que envolvem o locus IGH, localizado na
regidao 14q32 (Figura 4). A sonda especifica para a regido proximal do locus IGH, utiliza um
oligonucleotideo conjugado com PE (excitacao a 550nm, emissao vermelha) que deteta o ndmero de
copias do gene nesta regiao. A sonda especifica para a regiao distal do locus IGH utiliza um
oligonucleotideo conjugado com FITC (excitacao a 495nm, emissao verde) complementar a esta regiao.
Assim, uma célula que apresente uma translocacao em IGH, ird apresentar um sinal de fusao, e um sinal

verde e um vermelho independentes.
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Figura 4 - Mapa da sonda IGH (14932) Break [Leica Biosystems,, Amsterdam, The Netherlands]

Utilizagdo do conjunto de sondas BCL2/1GH t(14;18)(q32:q21)

Em casos especificos, pode ser realizado o estudo da translocacao especificado locus IGH com o gene
BCL2 (Figura 5). A sonda BCL2 (18q21), utiliza um oligonucleotideo conjugado com FITC complementar
a uma sequéncia especifica da regiao 18g21, emitindo fluorescéncia verde apds excitacao (495nm). A
sonda IGH (14g32) utiliza um oligonucleotideo conjugado com PE complementar a uma sequéncia
especifica em 14g32, emitindo fluorescéncia vermelha apds excitacao (550nm). Assim, uma célula que

apresente uma translocacao (14;18)(q32;q21) ird apresentar dois sinais de fusdo correspondente a

translocacao e um sinal vermelho e um sinal verde independentes.

=)

D14S683E— /RH75060 —

scL2 f]f 1270k
IGH II 1420 kB 18q21
SHGC-4651 —
14932

RH66790 — 18

14

Figura 5 - Mapa da sonda BCL2/1GH t(14;18)(q32;q21) [Leica Biosystems,, Amsterdam, The Netherlands]

Utilizacao do conjunto de sondas TP53(17p13)/SE 17

0 conjunto de sondas TP53(17p13)/SE 17 permite identificar o cromossoma 17 e, em simultaneo,
detetar delecdes na regido 17p13 (Figura 6). A sonda especifica SE 17, utiliza um oligonucleotideo
conjugado com FITC (excitacdo a 495nm, emissao verde) complementar a uma sequéncia do
centrémero do cromossoma 17, enquanto a sonda TP53, utiliza um oligonucleotideo com PE (excitacao
a 550nm, emissao vermelha) que deteta o niimero de cdpias deste gene na regiao 17p13. Assim, uma

célula que apresente uma delecao 17p ira apresentar dois sinais verdes, correspondentes aos dois

cromossomas 17 e um sinal vermelho corresponde apenas aum gene TP53.
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4. Resultados

Durante os quatro meses de estdgio, foram rececionadas no Laboratdrio de Citogenética do IPO
— Porto 11 casos de LLC, sendo sete (63,6%) do género feminino e quatro (36,4%) do género masculino.
O intervalo de idade dos doentes foi entre 0s 55 e 0s 83 anos, sendo a mediana de 75 anos e a média de
aproximadamente 73 anos. Dos 11 casos, sete doentes (63,6%) encontravam-se em fase de diagndstico
e quatro doentes (36,4%) em seguimento (follow-up) para averiguar a eficicia do tratamento, a
evolucao/progressao da patologia ou a possibilidade de participar num dado ensaio clinico. O tipo de
amostras analisadas foram medula dssea (cinco), sangue periférico (cinco) e ganglio linfatico (uma)

(Figura 7).

Tipo de Amostra

= Sangue Periférico = Medula dssea = Ganglio Linfatico

Figura 7- Distribuicao das amostras utilizadas no estudo citogenético de doentes com Leucemia Linfocitica
Crénica

4.1. Citogenética Convencional — Caridtipo

Dos 11 casos estudados, trés apresentaram um cariétipo normal, trés um cariétipo simples, com
apenas uma ou duas alteracoes citogenéticas e cinco casos apresentaram caridtipos complexos, com
trés ou mais alteracdes cromossémicas (Tabela 4). De entre os cinco casos com cariétipos complexos,
dois sao de elevada complexidade (40%), com mais de quatro alteracdes citogenéticas, enquanto trés
sao de bhaixa complexidade (60%), com trés ou quatro alteracdes cromossémicas (Tabela 4).

Através da analise do cariétipo por citogenética convencional, foi detetada num caso de elevada
complexidade (caso K) uma delecdo do braco longo do cromossoma 11 e num caso simples (caso D) foi
detetada uma trissomia do cromossoma 12 (Tabela 4). No estudo por citogenética convencional nao foi

detetada del(13g) nem a del(17p) em todos os casos em estudo.
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Tabela 4 - Classificacao e descri¢cao do caridtipo dos 11 casos clinicos analisados no estudo citogenético de pacientes
com Leucemia Linfocitica Crdnica.

Classificacao
Caso Caridtipo N (%)
do caridtipo

E 46,XX[20]

Normal F 46,XY[20] >
(27,3)
H 46,XX[20]
A 46,XX,add(15)(g22)[20]
B 46 XY t(13,14)(q14;932)[18] /46 XY[2] 3
Simples
46 XX.t(114)(q13:932)[2]/45 X -X t(11:14)(q13:932)[12]/ e7.3)
¢ 46 XX,t(1114)(q13;932) der(18)t(8,18)[5] /46, X X[1]
. 46XYadd(1)(g31)del(3)(p21),add(6)(q25),-9,add(9)(p12) +marinc[18]/
¢ 46 XY[2]
D* 47 XY +12,del(14)(q24)[8]/47 idem t(14,18)(q32;q21)[12]
- 46, XX t(8;22,18)(p23;q11.2,q21)[10]/46 idem,del(11)(q21g23)[6]/ <
Complexo 46 idem,t(1,12;4)(p13;q12;p14) del(9)(q22¢34)[4] (45.4)
. 46,XX,add(1)(q41),add(13)(q13) der(9)t(3;13) (p22;q14)[9]/
J 46,idem,add(10)(q22)[3]/46,XX[8]
oo 45 X t(X;9)(q13:p21) der(7)t(7;8)(q31:921),del(11)(q1423),der(17;20)(q10;q10),
inc[cp18]/46,XX[20]
Total 11(100)

* Cariétipo de baixa complexidade; ** Caridtipo de elevada complexidade.

4.2. Citogenética Molecular — Técnica de FISH

Os onze casos em estudo foram analisados pela técnica de FISH. Para cinco dos casos em fase
de diagnéstico foi realizado o painel completo de sondas para LLC, nomeadamente as das delecdes em
11q, 13q e 17p, a trissomia 12 e para o IGH. Nos restantes dois casos de diagnéstico (F e G) foi, apenas,
estudada a presenca da fusao IGH:CCND1, resultante da t(11;14)(q13;932), com a sonda CCND1/IGH
t(11;14) Fusion que ndo esta incluida no painel habitual de LLC. Relativamente aos quatro casos em
follow-up foram investigadas apenas alteracdes citogenéticas especificas do painel (del(17p) e/ou
del(13g)) (Tabela 5).

25



Nos cinco casos de diagndstico onde o painel completo de sondas para LLC foi estudado, a
dele¢ao do braco longo do cromossoma 11foi detetada em apenas em um caso (9,1%) e a trissomia 12 foi
observada em dois casos (18,2%). De entre estes diagndsticos, foi também observada a delecao do braco
curto do cromossoma 17 em dois casos (18,2%) e a fusao IGH:BCL2 em um dos casos. Relativamente
aos dois casos de diagndstico onde foi estudada a fusao IGH::CCND1, esta apenas foi observada num dos
casos.

A delecao do braco longo do cromossoma 13 foi a alteracdo mais frequente, estando presente em

guatro casos (36,4%), dois deles em fase de diagndstico e dois deles em fase de follow-up.

Tabela 5 - Alteracoes citogenéticas encontradas nos 11 casos em estudo, através da técnica de FISH utilizando
o painel de sondas utilizadas no IPO-Porto, para o estudo de casos com Leucemia Linfocitica Crénica, e a sonda
para a fusao IGH::CCNDT1, de acordo com a fase em que o doente se encontra

FISH
Fase Caso Del(11g) T”Sf;_’mia Del(13q) (1)1(;22) Del17p)  IGH=CCND]1

B - _ + . - NR
D - + - + + NR
E - + . - - NR

Diagnéstico F NR NR NR NR NR -
G NR NR NR NR NR +
J - - + - - NR
K* + - - - + NR
A NR NR NR NR - NR
Follow-up c NR NR NR NR - NR
H NR NR + NR - NR
I NR NR + NR - NR

NR-estudo nao realizado para esta alteracao genética; (-)-resultado negativo para a alteracao citogenética em estudo;
(+)-resultado positivo para a alteracao citogenética em estudo; ** CariGtipo de elevada complexidade.

4.3. Analise de Casos

Relativamente aos casos que foram classificados com cariotipo normal, sequndo o estudo
efetuado por citogenética convencional (casos E, F e H) foram detetadas anomalias cromossdmicas pela
Técnica de FISH através do uso de painel de sondas utilizadas no IPO-Porto, em dois dos casos com
Leucemia Linfocitica Cronica. Assim, através da técnica de FISH foi possivel identificar uma trissomia 12
em 6% das células analisadas do caso E (Figura 8), nao tendo sido identificadas outras alteracoes
genéticas em estudo (Tabela 6). No caso H, onde apenas foram estudadas as delecdes de 17p e 13q, a

anomalia del(13q) foi detetada em 74% das células analisadas, nao tendo sido detetada qualquer
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alteracao em 17p. No caso F, a fusao IGH:CCNDT nao foi detetada, tendo esta sido a tnica alteragao

estudada (Tabela 6).
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Figura 8 - Metafase (A) e Cariograma (B) normal do caso E.

Tabela 6 - Alteragdes citogenéticas encontradas nos 11 casos em estudo, através da técnica de FISH,
utilizando o painel de sondas utilizadas no IPO-Porto, para o estudo de casos com Leucemia Linfocitica
Crdnica, e a sonda para a fusao /IGH::CCND1, de acordo com o caridtipo.

I FISH
Caso C(:assﬁ!ca‘(; a0 Trissomia IGH
0 cariotipo  pe|(11q) 12 Del(13q) (14¢32) Del(17p) IGH:CCND1
E - + - - - NR
F Normal NR NR NR NR NR -
H NR NR + NR - NR
A NR NR NR NR - NR
B Simples - - + - - NR
G NR NR NR NR NR +
c* NR NR NR NR - NR
D - + - + + NR
| Complexo NR NR + NR - NR
J - - + - - NR
K** + - - - + NR

NR-estudo nao realizado para esta alteracao genética; (-)-resultado negativo para a alteracdo citogenética em
estudo; (+)-resultado positivo para a alteracao citogenética em estudo; ** Caridtipo de elevada complexidade.

Nos casos classificados com cariotipo simples, sequndo o estudo efetuado por citogenética
convencional (Tabela 6) foram detetadas anomalias cromossémicas pela Técnica de FISH em 2 dos

casos com Leucemia Linfocitica Crénica. Assim, no caso A, que apresentava uma alteracao estrutural no
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cromossoma 15 nas 20 metafases analisadas por citogenética convencional, nao foi observada a
delecao de 17p pela técnica de FISH. De referir que esta foi a tnica alteracao estudada por FISH (Tabela
6). 0 caso B, que por citogenética convencional, mostrou um cariotipo com uma translocacao envolvendo
os cromossomas 13 e 14, em 18 das 20 metafases analisadas (Figura 9), por FISH (Figura 10), apenas foi
observada/detetada a delecao de 13q em 76% das células analisadas (Figura 10C). No restante painel de

sondas para LLC, nao foram detetadas alteracdes (Figura 10A, 10B e 10D)(Tabela 6).

12 I

! 8‘\ 9. b4 L5 1k £g '
I 13 14 \ 15 16 17 18 I

Figura 9 - Caridtipo do caso B com translocacao envolvendo os cromossomas 13 e 14
[t(1314)(q14,932)].

¢

® SEMN
ATM (11g22)

® 13¢34 ® SE17
D135319 TP53(17p13)

Figura 10 - Citogenética molecular do caso B: A. Padrao de sinal da sonda ATM (11g22)/SE 11 [Leica Biosystems]. A
presenca de dois sinais vermelhos e dois sinais verdes independentes demonstra um padrao normal (auséncia da
delecao de 11g); B. Padrao de sinal das sondas SE 12 (D12Z3)/SE 6 [Leica Biosystems]. A presenca de dois sinais
vermelhos e dois sinais verdes independentes demonstra um padrao normal (auséncia de trissomia 12); C. Padrao de
sinal das sondas D135319/13q34 [Zytolight, ZytoVision GmbH]. A existéncia de dois sinais verdes (13q34) e apenas um
sinal vermelho (13q14.2) revela delecdo intersticial de 13q.; D. Padrao de sinal da sonda TP53(17p13)/SE 17 [Leica
Biosystems]. A presenca de dois sinais vermelhos e dois sinais verdes independentes demonstra um padrao normal
(auséncia da delecao de 17p).

28



) = ESCOLA

P.PORTO U RNES
No caso G, que por citogenética convencional apresentava um clone inicial com uma translocacao

entre os cromossomas 11 e 14, e dois subclones com alteracdes adicionais independentes (Figura 11),

através da técnica de FISH foi detetada a t(11;14)(q13;q32), que resulta da fusao IGH:CCND1 em 76% das

células analisadas, tendo esta a tinica alteracdo estudada através da Técnica de FISH (Tabela 6).
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Figura 11 - Caridtipo do caso G: A. e B. representam a metafase e cariograma, respetivamente, do clone inicial com uma
translocagao envolvendo o cromossoma 11 e 14 [t(11,14)(q13;q32)], demonstrado pelas setas laranja; C. e D. representam,
respetivamente, a metafase e cariograma do subclone com a translocacao do clone inicial e com a alteragao adicional -X (seta
azul).
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Figura 11 (continuacao) - E. e F. representam, respetivamente, a metafase e cariograma do subclone com a translocacao do
clone inicial e a alteracdo adicional der(18)t(8,18) (setas roxas).

Relativamente aos casos que foram classificados com cariétipo de baixa complexidade, através do
estudo de citogenética convencional (casos D, | e J), foram detetadas anomalias cromossdmicas pela
Técnica de FISH através do uso de painel de sondas utilizadas no IPO-Porto, em trés dos casos com
Leucemia Linfocitica Crénica (Tabela 6). O caso D, que por citogenética convencional, apresentava
trissomia 12 e uma delegao no cromossoma 14 nas 20 metafases analisadas (Figuras 12A e 12B), através
da técnica de FISH demonstrou-se, em 42% das células analisadas, trissomia do cromossoma 12 (Figura
13A). Neste caso, por citogenética convencional, também se observou a translocacao envolvendo os
cromossomas 14 e 18 em 12 das metafases analisadas (Figuras 12C e 12D), foi ainda identificada, através
da técnica de FISH a fusao IGH::BCL2, associada a t(14;18)(q32;q21), em 35% das células analisadas
(Figura13B), e, em 21% das células, delecao do gene TP53(17p13) (Figura13C). No caso |, que no cariétipo
demonstrou uma translocacao entre os cromossomas 8, 22 e 18 nas 20 metafases analisadas, assim
como um subclone com uma delecao de 11p adicional, a técnica de FISH demonstrou del(13p) em 59%

das células analisadas. No caso J, a técnica de FISH demonstra del(13p) em 21% das células analisadas.
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Figura 12 - Cariétipo do caso D: A e B mostram, respectivamente, a metafase e o cariograma do clone inicial, que apresenta
trissomia do cromossomo 12 e delecao no cromossomo 14; C e D ilustram a metafase e o cariograma do subclone, que, para
além das alteracbes descritas anteriormente, exibe a translocacao adicional envolvendo os cromossomos 14 e 18

[t(14,18)(q32;g21)].
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® BCL2 (18g21) ® SE17 013q34
Locus IGH (14932) TP53(17p13) D135319

Figura13 - Citogenética molecular do caso D: A. Padrao de sinal da sonda SE 12 (D12Z3)/SE 6 [Leica Biosystems]. A presenca
de dois sinais vermelhos e trés sinais verdes confirmam a presenca de trissomia 12; B. Padrao de sinal da sonda BCL2/IGH
t(14;18)(q32;g21) [Leica Biosystems]. A presenca de dois sinais de fusao e um sinal verde e um sinal vermelho independentes
indica a fusao IGH=BCL2 associado a t(14;18)(g32;q21); C. Padrao de sinal da sonda TP53(17p13)/SE 17 [Leica Biosystems].
A presenca de dois sinais verdes e apenas um sinal vermelho revela a delecao de 17p; D Padrao de sinal da sonda
D135319/13g34 [Zytolight, ZytoVision GmbH]. A presenca de dois sinais vermelhos e dois sinais verdes independentes
demonstra um padrao normal (auséncia da delecdo de 13q).

Nos casos que foram classificados com caridtipo de elevada complexidade, segundo o estudo
efetuado por citogenética convencional (casos C e K), foram detetadas anomalias cromossémicas pela
Técnica de FISH, através do uso de painel de sondas utilizadas no IPO-Porto, em apenas 1dos casos com
Leucemia Linfocitica Crénica (Tabela 6). No caso C, a técnica de FISH especifica para o cromossoma 17,
nao mostrou a delecao de 17p, tendo sido esta a Unica alteracao estudada (Tabela 6). No caso K, que por
citogenética convencional, mostrou um cariotipo complexo, incluindo delecao do braco longo do
cromossoma 11 (Figura 14), por FISH, foi observada/detetada a delecao de 11q em 19% das células

analisadas.
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Figura14 - Cariétipo do caso K: A. e B. ilustram, respetivamente, a metafase e cariograma do cariétipo complexo, sendo que

as seta roxa demonstra a delecao de 11q.
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5. Discussao

A leucemia linfocitica crénica € uma neoplasia caracterizada pela proliferacao desmedida de pequenas
células B maduras, que expressam CD5+. (15,18) Esta neoplasia afeta o sangue periférico, medula éssea e
outros tecidos linfoides, sendo a maioria dos doentes assintomatico aquando do diagndstico. (1,3)

A LLC apresenta uma idade média ao diagndstico de 70 anos, sendo mais frequentemente observada
em individuos com idades superiores a 65 anos. (5,6) No presente estudo, a idade dos doentes variou entre
0s 55 e 83 anos, com uma média de 73 anos e mediana de 75 anos, o que esta de acordo com o descrito na
literatura. (5,6) Embora esta neoplasia apresente maior incidéncia em individuos do sexo masculino, (1,5,6)
na nossa série nao se verificou esta tendéncia, uma vez que dos 11 casos apenas 4 pertenciam ao género
masculino, fato que pode ser explicado pelo tamanho da amostra em estudo, que é muito reduzido.

As células neoplasicas na LLC apresentam uma atividade mitdtica reduzida, o que limita a eficacia das
técnicas de bandas. Os primeiros estudos citogenéticos relativos a esta neoplasia, revelaram que apenas
cerca de 40 a 50% dos casos apresentavam metafases adequadas para andlise, e, entre esses,
aproximadamente 40 a 50% revelavam alteracdes cromossdmicas clonais. (25,46) Com o recurso a
técnica de FISH, foi verificado que a incidéncia real de alteracoes cromossémicas clonais em LLC era
significativamente superior (entre 70% e 80%). (25,47) Atualmente, com a introducao de mitogénios como
0 DSP30, é possivel obter metafases em cerca de 90% dos casos e, consequentemente, a taxa de detecao
de alteracoes cromossémicas clonais é superior. (46) Nos 11 casos analisados neste estudo, todos
obtiveram metafases adequado a realizacao do estudo citogenético. Neste estudo, tanto na citogenética
convencional como na molecular em aproximadamente 73% dos casos foram detetadas alteracoes
citogenéticas.

A citogenética convencional, ao contrdrio da técnica de FISH, ndo é uma analise obrigatdria na avaliacao
da leucemia linfocitica crénica, embora seja fortemente recomendada (35,36,46), por permitir a detecao de
anomalias cromossomicas humeéricas e estruturais que nao estao incluidas nos painéis especificos de FISH
para LLC, mas que possuem relevancia clinica, como translocacdes e cariGtipos complexos. (46,48) Por sua
vez, a técnica de FISH oferece uma resolucao e sensibilidade superior, permitindo identificar alteracoes
submicroscdpicas que nao sao detetdveis por citogenética convencional, contudo, fornece apenas
informacao relativamente as sondas incluidas no painel. (46,48) A realizacao paralela do cariétipo e de
FISH permite obter uma melhor caracterizacao citogenética, devido a natureza complementar de ambas as

técnicas. (36,46,48)
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Na literatura esta descrito que em mais de 80% dos casos de leucemia linfocitica crénica, utilizando a
combinacao das técnicas (cariétipo e FISH), identifica-se a presenca de, pelo menos, uma das quatro
alteracoes genéticas recorrentes associadas a esta neoplasia, sendo estas a delecao de 11q, de 13q e de 17p
e a trissomia 12. (1)

Neste estudo, a utilizacao combinada de ambas as técnicas permitiu a obtencao uma caracterizagao
citogenética mais ampla dos doentes, sendo que em aproximadamente 64% dos casos foi detetada uma
alteracao citogenética recorrente de LLC. Diversas alteracoes citogenéticas observadas no cariétipo,
nomeadamente nos cariétipos complexos, nao foram observadas por FISH, uma vez que nao sao
alteracoes recorrentes de LLC e, portanto, nao sao pesquisadas por esta técnica. Por outro lado, duas
alteracdes citogenéticas recorrentes de LLC, a del(13g) (em 4 dos 11 casos) e a del(17p) (em 2 dos 11 casos),

foram apenas detetadas através da técnica de FISH.

Delecao de 11q
A delecao de 11q foi detetada em dois dos casos em estudo classificados por citogenética convencional

como tendo um caridtipo complexo. A alteracao encontrada € intersticial, sendo detetada por FISH em 10
a20% dos casos de LLC (1,25,49) e resulta predominantemente na perda do gene ATM, um gene supressor
tumoral, e estd associado a um progndstico adverso. (7,13-15)

No caso |, a delecao de 11q foi detetada em follow-up, apds o aparecimento de sintomas clinicos
associados a LLC, o que evidencia uma progressao da neoplasia, facto que esta de acordo com o descrito
em literatura, nomeadamente que a dele¢ao 11q esta fortemente associada a progressao da doenca. (7,13
15)

No caso K, a delecao de 11q foi detetada na fase de diagndstico, o que, em conjunto com o cariétipo de
elevada complexidade encontrado, aponta para um diagndstico realizado numa fase mais tardia da
neoplasia que, na literatura, se encontra correlacionada com extensa linfadenopatia e a um menor tempo

de sobrevivéncia. (24,25)

Trissomia 12

A trissomia 12 foi detetada em dois dos casos em estudo. Esta alteracao é a mais frequentemente
encontrada em LLC no estudo do caridtipo, estando presente em aproximadamente um terco dos casos
com alteracdes cromossdmicas. (25) No entanto, através da técnica de FISH, esta alteracdo € detetada em
apenas 15% dos casos. (25) Apesar de ser considerada uma alteracao de risco intermédio, a presenca de
trissomia 12 esta associada um risco mais elevado de transformacao de Richter e de desenvolvimento de

neoplasias secundarias. (3,12,50)
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Neste estudo, a trissomia 12 foi detetada por FISH em dois casos, o caso E e o caso D, no entanto a
citogenética convencional apenas detetou esta alteracao no caso D. No caso E, onde o cariétipo foi
classificado como normal, a técnica de FISH revelou a presenca de trissomia 12 em 6% das células. E de
notar que esta percentagem é muito baixa (préxima do limiar de resolucao da técnica de FISH), sendo
provavel que o clone com esta alteracao nao tenha conseguido proliferar eficazmente em cultura.

A trissomia 12 e as alterac6es na banda 14932 estao frequentemente associadas uma a outra. (25,51)
Apesar de as translocacdes cromossémicas serem incomuns na LLC, ocorrendo em menos de 5% dos
casos, a translocacao t(14;18)(g32;q21), envolvendo os cromossomas 14 e 18, é a mais frequentemente
observada. (25,52) Embora o papel progndstico especifico da t(14;18) na LLC ainda nao esteja bem
esclarecida, a presenca de translocacdes cromossomicas, de forma geral, tem sido associada a um
progndstico menos favordvel. (25,52)

0 caso D apresenta, em conjunto com a trissomia 12, uma delecao del(14)(q24q32) e uma translocacao

t(14;18)(q32;q21), que resulta da recombinacao entre o Jocus IGH e o gene BCL2.

Delecao de 13q
A delecao do braco longo do cromossoma 13 é observada pela técnica de FISH em aproximadamente

50% dos casos. (1,25,48)

Neste estudo, nos quatro casos em que esta alteracao foi identificada, foi detetada apenas pela técnica
FISH, dado que a maioria das delecdes de 13q sao submicroscdpicas (25,48) e, como tal, ndo observadas
no cariétipo. A técnica de bandas, devido a sua resolucao, apenas apresenta capacidade de detetar esta
alteracao em, aproximadamente, 10% dos casos. (25,48) Quando presente como alteracao isolada, como
acontece no caso H, onde nao foram detetadas outras alteracoes pela técnica FISH ou pelo estudo do

caridtipo, a delecao de 13q tem sido consistentemente associada a um progndstico favoravel. (25,48,53)

Delecao 17p
A delecao do braco curto do cromossoma 17 é detetada entre 5 e 10% dos casos citogeneticamente

anormais de LLC, estando, na maioria das vezes, associada a perda do gene TP53. (25,53,54) Esta
alteracao estd fortemente associada a um progndstico desfavordvel, constituindo um marcador de
resisténcia ou de uma ma resposta a terapéutica, particularmente por serem detetadas em estadios
avancados da neoplasia. (25,53,54)

Nos quatro casos de follow-up (Caso A, C, H e ) esta foi uma das tinicas alteragdes em estudo na técnica

de FISH, uma vez que a delecao de 17p é mais frequentemente observada em doentes previamente
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tratados para LLC. (24,25) Apesar disto, no casos H e |, uma vez que a delecao de 13q tinha sido identificada
aquando do diagndstico, esta alteracao foi também incluida no painel deste estudo.

Os doentes D e K demonstraram a presenca de del(17p). Estes casos encontravam-se em fase de

diagndstico, no entanto, encontravam-se em estadios avancados da doenca, classificados como Rai de

médio risco e Binet C, em concordancia com o descrito na literatura. (25,53,54)

Cariétipo complexo

Um caridtipo complexo (CC) é definido pela presenca de trés ou mais alteracdes citogenéticas, sejam
estas estruturais ou numéricas. (8,21-23) Na LLC, os CC sao identificados em aproximadamente 14 a 35%
dos casos e representam um grupo heterogéneo, com comportamento clinico varidvel. (8,21-23)

A presencade CCrevelauma elevada instabilidade gendmica, evidenciada pela acumulacao de mdltiplas
alteracdes cromossomicas, frequentemente abrangendo regides além das tipicas da LLC. (30,55) Neste
estudo, 5 dos 11 casos apresentavam caridtipo complexo, apresentando diversas alteracoes
cromossOmicas estruturais e numéricas, como translocacoes, delecoes e perda de cromossomas. Embora
os CC sejam biomarcadores preditivos de mau progndstico, associados a respostas terapéuticas
desfavoraveis, nem todas as alteracdes citogenéticas contribuem igualmente para a agressividade da
neoplasia. A trissomia do cromossoma 12, como a detetada no caso D, e a trissomia 19 tém sido associadas
a uma evolucao clinica mais indolente. (30,46) Os caridtipos de elevada complexidade (com mais de cinco
alteracdes cromossémicas), como os casos C e K, estao fortemente associados a uma evolucao agressiva
da doenca, independentemente do estado mutacional de TP53 ou da mutagao de IGHV. (8,21-23)

Embora os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de CC nao estejam totalmente compreendidos,
ja foi estabelecida uma associacao com alteracdes no gene TP53, eventualmente promovendo
instabilidade cromossdmica e facilitando a acumulacao de anomalias genéticas. (24,25,30,46) No entanto,
é importante destacar que até 20% dos casos de CC ocorrem na auséncia de alteracées em TP53. (46)
Neste estudo, a delecao de 17p é apenas ohservada em dois dos cinco casos com CC, estando ambos

associados a alteracoes comuns em LLC, no caso D a trissomia 12, e no caso K a delecao de 11q.

Progressao da LLC

A transformacao de Richter (TR) corresponde a progressao da LLC, convertendo-a para uma neoplasia
de células B mais agressiva, sendo, na maioria dos casos, um linfoma nao-Hodgkin difuso de células B. (23—
25) Esta transformacao ocorre em aproximadamente 2 a 10% dos doentes com LLC e estd associada a um
progndstico desfavoravel, sendo a média de tempo de sobrevivéncia apds o seu diagndstico inferior a1ano.
(23-25) O diagndstico de TR é realizado por hidpsia de ganglio linfatico e baseia-se na identificacao de
alteracoes bioldgicas e histoldgicas. A TR apresenta elevada complexidade genética e bioldgica.
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(1,4756,57) Embora ainda nao tenham sido definidos marcadores genéticos exclusivos desta
transformacao, alteracbes em genes como TP53 (17p13.1), CDKN2A (9p21.3) e MYC (8q24.21) sao
frequentemente observadas. (3,23-26)

0 doente C foi originalmente diagnosticado com LLC em estadio RAI de médio risco em 2021. A primeira
andlise citogenética revelou, através de FISH, um rearranjo do locus IGH em 89% das células com perda de
5’, ndo tendo sido possivel estabelecer o cariétipo devido a falta de metafases. Deste modo, o paciente
iniciou um tratamento de 2 anos com base em Rituximab e Venetoclax, ap6s o qual a resposta foi completa.
Em 2024, foi identificada a presenca de uma adenopatia no diafragma e na regiao cervical, pelo que foi
efetuada uma nova andlise citogenética. No novo estudo citogenético deste doente, incluido na presente
série, mostrou um cariétipo com diversas alteracdes numeéricas e estruturais, incluindo a perda de um
cromossoma 9, onde o gene CDKN2A se localiza. Os resultados de Anatomia Patoldgica (em hidpsia do
ganglio linfatico da mesma data do estudo genético), revelou um quadro clinico compativel com

transformacao de LLC em linfoma nao-Hodgkin difuso de células B.

LLC e o linfoma do manto

A LLC e o linfoma do manto sao, na sua generalidade, neoplasias clinica e biologicamente distintas,
podendo ser caracterizadas através de um estudo imunohistoquimico. (58,59) No entanto, alguns casos
podem partilhar caracteristicas clinicas e morfoldgicas, que dificultam o diagndstico, (58,59) podendo,
nestes casos, a andlise citogenética pode auxiliar no diagndstico. A t(11;14)(q13;q32) envolve os genes
CCND1 e IGH, levando a expressao anormalmente elevada de Ciclina D1. (10,24-26) Esta alteragao nao é
especifica de LLC, (1) sendo muito raros os casos de LLC com esta translocacao. (25,58) Em contraste, esta
alteracao é considerada um dos hallmarks do linfoma do manto, sendo observada entre 95 e 97% dos
casos. (23-25)

Em 2021, a doente do caso G foi diagnosticada com LLC assintomatica. Em 2024, a doente mostrou
indicios de progressao da doenca, pelo que foi efetuada uma andlise citogenética da paciente. A
translocacao entre os cromossomas 11 e 14, predominantemente encontrada no linfoma do manto, foi
detetada através da citogenética convencional e molecular, o que em conjunto com outros estudos pode,

eventualmente, levar a um novo diagndstico do doente.

Ensaios clinicos

Trés dos casos em andlise (A, D e G) foram propostos para inclusao para o mesmo ensaio clinico
(BELLWAVE-011). Este ensaio clinico tem como objetivo comparar a eficdcia de nemtabrutinib com a de

ibrutinib e acalabrutinib no tratamento da LLC. (60)
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Um dos principais critérios de inclusao neste ensaio é um diagndstico confirmado de LLC em fase ativa,
com indicacdo clinica para inicio de tratamento. (60) A doente A apresentava sinais de progressao da
doenca, como o agravamento da trombocitopenia e da leucocitose. O doente G, diagnosticado previamente
com LLC assintomadtica, apresentava sinais de evolu¢ao, com o desenvolvimento de sintomas, apesar disto,
os resultados citogenéticos revelaram uma alteragao caracteristica do linfoma do manto, o que podera levar
anaoinclusao deste doente no estudo. O caso D, por sua vez, encontrava-se em fase de diagndstico, tendo
o resultado obtido sido diagndstico de LLC em estadio intermédio de acordo com o sistema RAI e em
estadio C.

O outro fator relevante citogeneticamente para o estudo € a presenca de transformacao de Richter, que
constitui um dos principais critérios de exclusao. Nos casos A e D, a andlise citogenética excluiu a presenca
desta transformacao, permitindo, assim, a elegibilidade destes doentes para participacao. (60)

A utilizacao da citogenética como critério de inclusao ou de exclusao, permite demonstrar aimportancia
que, tanto o cariétipo como a técnica de FISH, tém sobre a patologia, sendo esta essencial na escolha de

tratamento e da eficcia do mesmo. (1,15)
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6. Conclusao

Durante os quatro meses de estdgio, foram analisados 11 casos de Leucemia Linfocitica Crdnica, dos
quais apenas um revelou nao apresentar qualquer alteracao citogenética. Apesar de a amostra ser de
dimensao reduzida, foi possivel detetar todas as alteracoes citogenéticas recorrentes associadas a LLC,
sendo a mais frequente a delecao do braco longo do cromossoma 13, detetada apenas através da técnica
de FISH. Em dois dos casos, as analises citogenéticas permitiram identificar alteracoes com implicacoes
clinicas relevantes: uma translocacao tipica do linfoma do manto, detetada por ambas as técnicas; e uma
transformacao de Richter, detetada por citogenética convencional, em conjunto com a anatomia
patoldgica.

Em conclusao, o presente estudo permitiu evidenciar a relevancia dos estudos citogenéticos
(caridtipo e FISH) na caracterizacao da LLC, tanto para um diagndstico diferencial como para a definicao

de progndstico e orientacao terapéutica.
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