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RESUMO

A Leucemia Linfocitica Cronica (LLC) € uma doenga linfoproliferativa considerada a
doenca mais comum nos idosos ho mundo ocidental. A citogenética é uma importante
ferramenta prognostica que demonstra as principais alteracbes cromossémicas
predizendo o curso clinico da doenca, a sobrevida do paciente e auxilia na escolha do
tratamento. O virus Epstein-Barr (EBV) é um vy ubiquo-herpesvirus que infecta mais de
90% da populacdo mundial. A relacdo entre EBV e o curso clinico de pacientes com LLC
é desconhecida. O objetivo desse trabalho é investigar a infeccdo do EBV em pacientes
portadores de LLC. Foi realizado um estudo transversal de 46 pacientes sob diagnéstico
de LLC e tratamento efetivado nos periodos de 2017 a 2019. Os dados foram obtidos pela
revisao de prontudrios médicos e registrados via formulario eletrénico com aspectos
demograficos, clinicos, parametros hematoldgicos e perfil citogenético. Para a detec¢do
do EBV foi utilizado o teste de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O DNA viral foi
extraido com auxilio do kit “QIAamp DNA Mini” (QIAGEN) e submetido a reacdo de
PCR, utilizando o kit comercial Ludwig Biotec, tendo como alvo o gene EBNA-3C.
Observou-se que o sinal clinico mais frequente foi esplenomegalia e a linfocitose a
alteracdo laboratorial de mau prognostico. As alteracdes citogenéticas foram encontradas
em 36,6% da populacgdo estuda e 16,67% foram de mau progndstico (delecdo 11q, 17p e
tp53). Foram detectados 43,47% dos pacientes com DNA viral do EBV. Ocorrendo um
aumento estatistico significativo de complicacbes e comorbidade e evolugdes a 6bito nos
pacientes EBV positivo (p<0,03 e p<0,025, respectivamente). Houve correlacdo entre as
alteraces citogenéticas e a infeccdo por EBV (p<0,0001). Observando que a maioria dos
pacientes diagnosticados nesse estudo com as alteracGes citogéneticas de mau
prognostico apresentarem DNA viral detectavel para EBV, sugerindo-se que a infecgéo
por EBV possa piora o prognostico nesses pacientes, causando uma sobrevida mais curta.
A maioria dos achados deste estudo assemelha-se aos relatos da literatura, contudo,
evidenciou-se a necessidade de estudos com maior casuistica a fim de melhor esclarece a
relacdo entre a infec¢do do EBV com a LLC.

Palavras-chave: leucemia linfocitica cronica, epstein-barr virus, citogenética, ebv.

ABSTRAT

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is a lymphoproliferative disease considered the
most common disease in the elderly in the Western world. Cytogenetics is an important
prognostic tool that demonstrates the main chromosomal alterations predicting the
clinical course of the disease, patient survival, and assists in the choice of treatment.
Epstein-Barr virus (EBV) is a y ubiquitous herpesvirus that infects more than 90% of the

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.5, p. 34222-34244, may., 2022


mailto:patricia.lima@uepa.br

Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

34224

world's population. The relationship between EBV and the clinical course of patients with
LLC is unknown. The aim of this work is to investigate EBV infection in patients with
LLC. A cross-sectional study of 46 patients under diagnosis of LLC and treatment
effected in the periods from 2017 to 2019 was conducted. Data were obtained by
reviewing medical records and recorded via electronic form with demographic, clinical
aspects, hematological parameters and cytogenetic profile. For EBV detection, the
polymerase chain reaction (PCR) test was used. The viral DNA was extracted using the
"QIAamp DNA Mini" kit (QIAGEN) and submitted to PCR reaction, using the Ludwig
Biotec commercial kit, targeting the EBNA-3C gene. It was observed that the most
frequent clinical sign was splenomegaly and lymphocytosis the laboratory alteration of
poor prognosis. Cytogenetic alterations were found in 36.6% of the study population and
16.67% were of poor prognosis (11qg, 17p and tp53 deletion). 43.47% of patients were
detected with EBV viral DNA. A statistically significant increase in complications and
comorbidity and evolutions to death occurred in EBV positive patients (p<0.03 and
p<0.025, respectively). There was a correlation between cytogenetic alterations and EBV
infection (p<0.0001). Noting that most of the patients diagnosed in this study with the
poor prognosis cytogenetic changes had detectable viral DNA for EBV, suggesting that
EBV infection may worsen the prognosis in these patients, causing a shorter survival.
Most of the findings of this study are similar to those reported in the literature; however,
there is a need for further studies with larger samples in order to better clarify the relation
between EBV infection and LLC.

Keywords: chronic lymphocytic leucemia, epstein —barr virus, cll, ebv.

1 INTRODUCAO

A leucemia linfocitica cronica (LLC) é uma doenca linfoproliferativa clonal de
apresentacdo heterogénea, variando desde o achado fortuito de linfocitose isolada no
sangue periférico, até quadros com grandes massas tumorais, e sinais de insuficiéncia
medular grave ®. E a leucemia cronica mais comum. A idade mediana de diagndstico é
60 anos, sendo rara em menores de 40 anos @,

A LLC esta ainda associada a distdrbios do sistema imunologico que se
manifestam na forma de fendmenos autoimunes e deficiéncia imune. Contudo, esses
disturbios do sistema imunoldgico podem aumentar a suscetibilidade de infecgdes
oportunistas ou reativar patdgenos latentes ®). As infeccbes que ocorrem sdo em sua
maioria de origem viral. Entretanto, infeccbes por Epstein-Barr virus (EBV) sao
desenvolvidas como resultado de reativagao viral .

O EBV, designado formalmente como Gamaherpesvirus humano 4 ®, é um
agente amplamente disseminado em populagdes humanas. Apos a infecgdo priméria o
virus estabelece laténcia e persiste ao longo da vida do hospedeiro em linfocitos B. Em

individuos saudaveis, o numero de células B infectadas é controlado pelas respostas
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imunes do hospedeiro, no entanto, individuos imunocomprometidos que apresentam
deficiéncia no numero e fungéo de células T, pode dificultar a deteccdo e destruicdo de
celulas B infectadas com EBV. Assim, o virus pode desempenhar um papel importante
na inducdo de efeitos de proliferacdo e possivelmente na progressdo da doenca em
pacientes com LLC ©)

O envolvimento potencial do EBV no curso clinico da LLC ainda é inexplicével.
Como o EBV pode ativar as células B, estimular sua proliferacdo e inibir sua apoptose,
supomos que ela possa contribuir para um curso clinico desfavoravel da LLC e pode ser
uma das razdes para a heterogeneidade da doenca observada. Portanto, a deteccdo da
infeccdo do EBV por é de extrema importancia para o progndéstico, que poderia aumentar
significativamente a sobrevida do individuo acometido.

A leucemia linfocitica cronica é tipicamente caracterizada por imunossupressao
ja manifestada nas fases iniciais da doenca. Embora a LLC ndo seja considerada uma
doenca associada ao EBV, as células da LLC expressam o receptor do complemento que
serve como receptor do EBV. Dados pré-clinicos indicam que as células LLC sao dificeis
de crescer apds a exposi¢cdo ao EBV, embora isso possa ser alcancado apds a ativacao de
citocinas ou pelo crescimento bem-sucedido de células LLC infectadas com EBV in vivo
(7,8)_

Um estudo epidemioldgico recente relatou uma associacdo entre infeccdo por
EBV e risco de desenvolver LLC. Tarrand et al © relataram que os niveis de mRNA de
LMP1 eram mais altos em pacientes com LLC do que em individuos saudaveis
(14% vs. 1% dos controles saudaveis), sugerindo que a expressdo tardia do gene EBV
ocorre pelo menos em um subconjunto de células LLC. O mesmo grupo relatou que 38%
dos pacientes com LLC apresentaram evidéncia de infecgdo por EBV por hibridagdo in
situ para EBV EBER1, uma pequena espécie de RNA ndo codificante. Além disso, a
infeccdo por EBV correlacionou-se com o curso clinico acelerado, incluindo a
transformacdo de Richter ‘9. Outro estudo mostrou uma relacio entre infeccdo latente
por EBV e casos de LLC expressando a configuracdo do receptor de células B IGHV4-
34 (D),

Apesar da maioria das infec¢fes pelo EBV ser assintomatica a alta prevaléncia
deste virus na populacdo mundial, especialmente em individuos imunocomprometidos,
tais como paciente oncologicos, onde a infeccdo primaria pode ser reativada qualquer

momento, explica a necessidade do diagnostico deste virus. E a deteccdo precoce do EBV
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¢ crucial para avaliacdo da terapia, em busca de um tratamento eficaz e melhor

prognastico de pacientes com doencas proliferativas como a LLC.

2 MATERIAIS E METODOS

Aspectos Gerais - O presente trabalho trata-se de um estudo transversal realizado
com quarenta e seis (46) pacientes com diagndstico prévio de LLC, atendidos
regularmente em hospital de referéncia no tratamento onco-hematolégico de Belém — PA,
no periodo de 2017 a 2019. Foram utilizadas, de cada paciente, amostras de sangue total
coletadas em tubos contendo EDTA K2 como anticoagulante. Apés a coleta, todas as
amostras foram submetidas a centrifugagdo por 10 min, a 1.400 g (3.000 rpm) para a
separacdo do plasma e porcdo celular (buffy coat). Posteriormente, as amostras foram
armazenadas a -70° C até 0 momento do uso.

Questdes Eticas - Este estudo foi submetido e aprovado (CAAE:
15025519.4.1001.5174) pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP da Universidade do
Estado do Parda — UEPA, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude — CAMPUS II, como
parte de um estudo mais amplo acerca da avaliacdo de marcadores tumorais no
prognostico clinico e terapéutico dos pacientes, pelo mesmo grupo de pesquisa.

Aquisicdo de dados - Os dados dos pacientes foram obtidos do Hospital Ophir
Loyola, centro de referéncia para tratamento de neoplasias no Estado do Par4, a partir da
revisdo dos prontuérios médicos e, posteriormente, registrados em formulario eletrénico
contendo informac@es sobre aspectos demogréaficos e clinicos, parametros hematoldgicos
e caracterizacdo citogenética (FISH).

Extracdo do DNA viral - Para a extragdo de DNA das fracGes sangue total, foi
utilizado o kit QlAamp DNA Mini (QIAGEN), de acordo com o protocolo recomendado
pelo fabricante. O método consiste em trés principais etapas: Lise, lavagem e eluicdo e
baseia-se na capacidade que a silica tem de formar ligacdo com o DNA viral em meios
com alta concentracdo de sal combinada a centrifugacdo em alta velocidade (8.000 a
14.000 rpm). Ao final desse processo, 0 DNA extraido foi armazenado a -20°C até o
momento do teste de deteccdo e quantificacao.

Reacédo em cadeia da polimerase (PCR) - O teste de deteccdo qualitativa de EBV
foi realizado a partir do DNA extraido do plasma, utilizando a metodologia de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), por meio do kit comercial Ludwig Biotec, de acordo com o
protocolo do fabricante. A técnica de PCR convencional possuia como alvo o gene
EBNA-3C e consistia na realizacdo de duas PCRs e posterior detecgdo em gel de agarose
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1%. Os reagentes necessarios foram tampdo PCR 2X, agua ultrapura, dNTPs (2,5mM),
MgCI2 (50mM), primers forward EP e AP (100uM), primers reverse EP e AP 60
(100uM), Tag DNA polimerase e amostra extraida. Todas as reacGes foram executadas
no equipamento 7500 Real-Time PCR System, da Applied Biosystems e as analises de
amplificacdo foram feitas no software do equipamento.

Procedimentos analiticos - A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando
pacote estatistico BioEstat v5.043 O programa usado para a elaboragdo de graficos e
tabelas foi o Microsoft Excel® 2010. Calcularam-se as frequéncias absoluta e relativa
quanto a distribuicdo de cada variavel na populacdo. Para verificar a associacdo dos
aspectos clinicos e laboratoriais com as alteragdes citoldgicas, foram realizados testes de
qui-quadrado e o teste G para testar a associacdo de variaveis categdricas com 0s
desfechos de positividade para os virus estudados e seus marcadores. Considerando o
intervalo de confianca de 95% (ou nivel de significancia de 0,05).

Area de naturalidade dos pacientes- Os pacientes pertencem as seguintes cidades
e municipios: Belém, Abaetetuba, Barcarena, Altamira, Ananindeua, Moju, Pacaja,
Marab4, Parauapebas, Vitdria do Xingu, Porto de Moz, Breves, Itupiranga, Paragominas,
Tomé-Acu, Sdo Domingos do Capim, Irituia, Braganca, Acard, Salindpolis, Castanhal e

Vigia. Todas as localidades sdo pertencentes ao estado do Pard, Brasil.

3 RESULTADOS

Participaram deste estudo 46 pacientes com idade de diagnostico entre 32 a 94
anos, com média de 61,71 anos (DP £ 17,56) dentre eles 58,70% eram homens, e 41,30%
mulheres. Quanto a raga/etnia, 19,57% se autodeclaram brancos, 26,09% pardos e 2,17%
pretos. Quanto a procedéncia 32,61% residem em Belém/capital e 67,39 de demais
localidades.

Das ocupagOes exercidas pelos pacientes, destacaram-se as de dona de casa e
aposentado, com frequéncia de 17,39% cada, e o restante realizavam outras atividades
diversificadas. Com relacgdo ao historico de cancer, quase 20% dos pacientes possuiam
antecedente familiar positivo e apenas 4,35% antecedente pessoal positivo. A tabela 1
apresenta a caracterizacdo geral do perfil epidemioldgico e clinico da populacdo em
estudo. Ao diagnostico, cerca de 78% desses apresentavam-se sintomaticos, sendo 0s

sintomas B 0s mais encontrados.
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Tabela 1 - Perfil epidemiolégico dos pacientes em estudo

Caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos pacientes em estudo

Variaveis Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)

Sexo

Masculino 27 58,70

Feminino 19 41,30
Idade (anos)

<60 anos 12 26,09

60-70 anos 16 34,78

>70 anos 16 34,78

Nao informado 2 4,35
Profisséo

Agricultor 3 6,52

Pescador 3 6,52

Dona de casa 8 17,39

Aposentado (a) 8 17,39

Demais 24 52,17
Etnia

Branca 9 19,57

Parda 12 26,09

Preta 1 2,17

Nao informado 24 52,17
Procedéncia

Belém capital 15 32,61

Demais localidades 31 67,39
Histérico familiar de cancer

Sim 9 19,57

Nao 33 71,74

Sem informagoes 4 8,70
Histérico pessoal de cancer

Sim 2 4,35

Néo 40 86,96

Sem informagdes 4 8,70
Sintomas B

Presente 27 58,70

Ausente 19 41,30
Astenia

Presente 11 23,91

Ausente 35 76,09
ManifestacBes. Hemorragicas

Presente 4 8,70

Ausente 42 91,30
Adenomegalia

Presente 6 13,04

Ausente 40 86,96
Esplenomegalia

Presente 13 28,26

Ausente 33 71,74
Hepatomegalia

Presente 6 13,04

Ausente 40 86,96

Fonte: Préprio autor.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.5, p. 34222-34244, may., 2022



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

34229

Quanto ao género, 58,1% dos pacientes estudados sao homens (n=27) e 4,9% séo
mulheres (n=18). O sexo masculino tem uma média de idades ao diagnostico de 65,6 anos

e as mulheres de 63,1 anos. Esta distribuicdo etaria por sexo encontra-se representada na

Figura 1.

Figura 1 - Distribuigdo etaria por sexo
Distribuicdo Etaria por Género

35-41
e =
53-59 .
59-66 B
.
T
]
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NUmero de individuos

B Mulheres B Homens

A maior parte dos pacientes analisados (50,00%) apresentava comorbidades e/ou
complicacdes. Entre os 46 pacientes analisados, um percentual de 67,39% necessitou
realizar tratamento para a LLC e 17,39% evoluiram para 6bito.

Os valores estatisticos das variaveis do hemograma, de LDH, bem como da
presenca de comorbidades, podem ser visualizados na Tabela 2. Quanto a concentragdo
de hemoglobina, os dados mostraram que metade dos pacientes apresentava anemia no
momento do diagnostico, tomando-se como ponto de corte 11,5g/dL Avaliou-se também
a prevaléncia de trombocitopenia, obtendo-se um percentual de 23,91% (n=11) com

concentragéo de plaquetas abaixo do valor normal (150.000pL).

10
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Tabela 2- Estratificacdo das caracteristicas clinico-laboratoriais e de prognostico dos pacientes ao

diagndstico.
o Sintomética Assintomatica
Apresentacdo inicial da doenca
36 (78,26%) 10 (21,74%)
) Presente Ausente Né&o informado
Comorbidades
21 (45,65%) 23 (50,00%) 2 (4,35%)
. Sim Néo Néo informado
Necessidade de tratamento
31 (67,39%) 14 (30,43%) 1(2,17%)
Sim Né&o Né&o informado
Internagdes
7 (15,22%) 23 (50%) 16 (34,78%)
. Sim Né&o Né&o informado
Obito
9 (17,39) 33 (73,91%) 4 (8,70%)
) Presente Ausente Né&o informado
Anemia
23 (50%) 19 (41,30%) 4 (8,70%)
) ) Presente Ausente Né&o informado
Trombocitopenia
11 (23,91%) 32 (69,56%) 3 (6,52%)
Linfocitose Linfocitose .
) ) Né&o informado
Linfocitose <50.000/mm? >50.000/mm?
3 (6,52%)
29 (63,04%) 14 (30,43%)
L DH <480 U/1 >480 U/1 Né&o informado
23 (50,00%) 3 (6,52%) 20 (43, 48%)

Fonte: préprio autor.

Dos 46 pacientes incluidos na pesquisa, 42 possuiam o exame citogenético por
FISH. Desses, 26 ndo apresentaram anomalias cromossdmicas. Em 14 pacientes foi
encontrada isoladamente uma alteracdo, sendo 7 pacientes com del13q, 2 pacientes com
trissomia do cromossomo 12, 2 pacientes com deltp53, 2 pacientes com delllg e 1
paciente com dell7p. Apenas 2 pacientes tinham dupla alteracdo citogenética, sendo 1
paciente com dell7p e del13q e 1 paciente com del17p e deltp53.

E neste estudo os pacientes foram divididos em 4 grupos, dependendo da
presenca/auséncia e tipo de alteracdes citogenéticas na altura do diagnostico e, no caso
de as possuirem, do prognostico associado a cada uma delas. Assim sendo, foram
definidos os seguintes grupos: 1- Grupo de pacientes sem alteracGes citogenéticas; 2-
Grupo de pacientes com alteracdo citogenética de bom prognéstico (delecdo 13q); 3-
Grupo de pacientes com alteragdo citogenética de progndstico intermédio (trissomia do
12); 4- Grupo de pacientes com alteracdes citogenéticas de mau prognostico (delecdo 11q
117p/ deltp53).
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Tabela 3 - Caracterizacdo da populacdo com base na presenca/ auséncia e tipo de alteracfes citogenéticas,
relativamente ao nimero de pacientes (N), porcentagem (%).

Grupos Delllq/
citiegzlit(.:as Del13q Trissomia do 12 dell7p/
g deltp53
Caracteristicas
N 26 7 2 7
Porcentagem (%0) 61,9 16,67% 4,76% 16, 67%
Idade ao diagndstico 68,1+9,8 60,2+11,0 58+0,0 59,4+14,7
(anos) (xxDP)

Fonte: Proprio autor.

Os dados da associagdo entre as caracteristicas clinicas e laboratoriais com as

alteraces citogenéticas dos pacientes estdo apresentados nas tabelas 4, utilizando o teste

de qui-quadrado para andlise de determinacdo de

significativos.

resultados estatisticamente

Tabela 4 - Andlise de associacdo entre as caracteristicas clinicas e laboratoriais e alterag@es citogenéticas
utilizando o teste de qui-quadrado. Na tabela sdo apresentadas as frequéncias relativas de cada contagem e

o valor de p.

Alteracdes citogenéticas

Caracteristicas

clinicas o del13q dell7q delllq deltp53 trissomia do 12
laboratoriais sim  néo sim néo sim  ndo sim  néo sim  ndo
(%) (%) (%) (%) (%) (%) @ () P %) (%) P
Evoluiu a ébito
(N=41)
sim 2,44 14,63 4,88 12,20 0,00 17,07 488 12,20 0,00 17,07
’ ' 0,83 ’ ' 0,02 ' ' 0,51 ’ ! 0,000003* ' ' 0,51
Né&o 14,63 68,29 2,44 80,49 4,88 78,05 80,49 244 4,88 78,05
Realizou
Tratamento (N=
41)
sim 14,63 58,54 7,32 65,85 4,88 68,29 7,32 65,85 0,00 73,17
) ' 0,41 ’ ' 0,28 ' ' 0,38 ’ ' 0,28 ' ' 0,02*
Né&o 244 2439 0,00 26,83 ' 0,00 26,83 0,00 26,83 4,88 2195
Complicacoes e
comorbidades
(N=41)
sim 14,63 34,15 2,44 46,34 0,00 48,78 2,44 46,34 0,00 48,78
’ ’ 0,10 ’ ' 0,58 ' ' 0,32 ' ' 0,58 ' ' 0,16
Néo 488 46,34 4,88 46,34 2,44 48,78 4,88 46,34 ' 4,88 46,34
Necessidade de
Internacéo (N=
29)
sim 6,90 17,24 3,45 20,69 0,00 24,14 0,00 24,14 0,00 24,14
’ ’ 0,75 ’ ' 0,38 ' ' 0,57 ’ ' 0,57 ' ' 1,00
Néo 17,24 58,62 ' 345 7241 345 7241 345 7241 7 0,00 7586
Linfocitose (N=
42)
>50.000mm*> 7,14 23,81 2,38 28,57 0,00 30,95 2,38 28,57 0,00 30,95
- 0,66 0,93 0,33 0,93 0,33
<50.000 mm® 11,90 57,14 476 6429 476 6429 4,76 64,29 476 6429
Presenca de
Anemia(N = 41)
sim 9,76 46,34 4,88 51,22 2,44 53,66 488 51,22 0,00 56,10
0,70 0,70 0,86 0,70 0,10
Néo 9,76 34,15 2,44 41,46 2,44 41,46 2,44 41,46 4,88 39,02
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Sintomas B (N =

42)
sim 9,52 52,38 7,14 54,76 0,00 61,90 476 57,14 0,00 61,90
Néo 9,52 28,57 044 0,00 38,10 0.18 4,76 33,33 0,06 2,38 3571 086 4,76 33,33 0,06
DHL (N = 25)
>430 U/l 769 3,85 0,00 11,54 0,00 11,54 0,00 11,54 0,00 11,54
<480 U/l 15,38 73,08 0,06 7,69 80,77 0,60 7,69 80,77 060 7,69 80,77 060 7,69 80,77 0.60
Hepatomegalia
(N=42)
sim 714 7,14 0,00 14,29 0,00 14,29 455 13,64 0,00 14,29
* *
Néo 11,90 73,81 0,04 7,14 78,57 048 4,76 80,95 0,55 2,27 79,55 0,02 4,76 80,95 0,55
Presenca de
plaquetopenia
(N=41)
sim 14,63 68,29 7,32 75,61 4,88 78,05 2,44 80,49 4,88 78,05
' ‘ 0,51 ‘ ' 0,41 ' ' 0,51 ' ' 0,02* ' ' 0,51
Néo 488 12,20 0,00 17,07 0,00 17,07 4,88 1220 0,00 17,07
Linfadenopatia
(N=42)
sim 11,90 26,19 2,38 3571 2,38 3571 0,00 38,10 0,00 38,10
' ‘ 0,11 ‘ ' 0,86 ' ' 0,72 ' ' 0,16 ' ' 0,26
Néo 714 5476 4,76 57,14 2,38 5952 7,14 54,76 4,76 57,14
Sintomas ao
diagnéstico (N =
42)
S|r_1tomat'|<_:o 16,67 66,67 0.72 7,14 76,19 0,42 2,38 80,95 0,19 7,14 76,19 0,42 2,38 80,95 0,19
assintomatico 2,38 14,29 0,00 16,67 2,38 14,29 0,00 16,67 2,38 14,29

* mostra os valores de p estatisticamente significativos.

A prevaléncia da infeccdo pelo EBV nos pacientes com leucemia linfocitica
cronica (LLC) foi de 43,47% (20/46). A prevaléncia da infeccdo pelo EBV foi
correlacionada com as varidveis clinicas, sendo observada relacdo estatisticamente

significante com das variaveis (Tabela 5).

Tabela 5— Anélise de associagdo entre as caracteristicas clinicas e laboratorias com casos de EBV positivos
e negativos por PCR dos pacientes com Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) .

Caracteristicas EBV-DNA (+) EBV-DNA (-) Valor
Clinicas e laboratoriais N (%) N (%) P
Idade

< 60 anos 7 (15,21) 5 (10, 86) 0 23
> 60 anos 13 (28,26) 18 (39,13) '
Sexo

Masculino 9 (19,6) 18 (39,1) 017
Feminino 11 (23,91) 8 (17,39) '
Estadio

Rai > estadio II 10 (21, 73) 10 (21,73) 086
Binet > estadio B 9 (19,56) 11 (23,90) '
Evoluiu a ébito

Sim 6 (13,05) 3 (6'52) 0.025*
N&o 14 (30,43) 23 (50,0) '
Realizou Tratamento

Sim 16 (34,78) 14 (30,43) 0.12
Né&o 4 (8,69) 12 (26,1) '
Complicac6es e comorbidades

Sim 15 (32,60) 10 (21,74) 0.03*
Nzo 5 (10,88) 16 (34,78) ’
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Necessidade de Internacao
Sim 4 (8,69) 2 (4,34)

0,43
Né&o 16 (34,78) 24 (52,19)
Linfocitose
>50.000 mm? 12 (26,08) 17 (36,96)
< 50.000 mm3 8 (17,39) 5 (10,86) 0,51
Presenca de Anemia
Sim 11(17,39) 6(13,04) 084
Né&o 9 (19,5) 16 (34,78) '
Sintomas B
Sim 17 (36,95) 20 (43,47) 076
Né&o 3 (6,52) 6 (13,06) '
LDH
>480 U/ 2 (8,00) 2 (8,00) 091
<480 U/l 8 (32,00) 13 (52,00) '
Hepatomegalia
Sim 5 (10,86) 1(2,17) 0,094
Né&o 15 (32,60) 25 (54,37)
Presenca de plaquetopenia
Sim 5 (10,86) 3(6,52) 0,54
Né&o 15 (32,60) 20 (43,79)
Linfadenopatia
Sim 7 (15,21) 7(15,21) 0,78
N&o 13 (28,26) 19 (41,32)

Fonte: Proprio autor. * mostra os valores de p estatisticamente significativos

Na populacdo estuda, a positividade para EBV foi maior nos pacientes que
apresentam alteracfes citogenéticas. Demostrando significAncia estatistica entres as
variaveis (p<0,0001), como evidenciado pela Tabela 6.

Tabela 6 — Correlacdo entre a infec¢do de EBV com as varidveis citognéticas dos portadores de LLC.

AlteracOes Citogenéticas EBV (+), N/16 (%0) EBV (-), N/16 (%) Valor de p
Bom/ Interm. Prognéstico 6 (37,5%) 3 (18,75) 0.0001*
Mau Prognéstico 6 (37,5%) 1 (6,25%) '
Fonte: Préprio autor.
*Teste G
4 DISCUSSAO

A infeccdo por EBV esta associada a uma ampla gama de doengas malignas e ndo
malignas. E tem sido associada a muitas neoplasias, como as neoplasias hematologicas
de gravidade variaveis, pois a infec¢do pelo EBV induz a proliferacéo de linfécitos B e
um aumento no numero de células B com risco de mutagGes oncogénicas e expansdo
clonal, caracterizadas por positividade para LMP1 e antigeno nuclear de EBV (EBNA),
como parte da laténcia tipo 3 do virus. Este tipo de laténcia caracteriza a diminuicdo da

imunovigilancia do hospedeiro. Na LLC, ha vérios estudos que sugerem que o0 EBV pode
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desempenhar um papel de acelerador do curso clinico da doenca, resultando em um
linfoma mais agressivo com pior prognostico 213,

No presente estudo a idade média ao diagndstico de LLC é de 61,7 anos, com
minima e maxima de 32 e 94 anos, respectivamente. Estes valores estdo de acordo com
varios autores, que confirmam que a média de idade ao diagndstico se fixa entre os 60 e
0s 72 anos 41516,

Dos pacientes, 26,09% tém idade de diagndstico inferior a 60 anos, corroborando
com estudos de Marcos-Gragera et al 1’ e Howlader et al 8 que foram efetuados na
Europa e nos EUA, concluiram que apenas 10 a 28% dos pacientes com LLC tinham
idades de diagndstico inferiores a 60 anos. Outros estudos europeus indicam que 7 a 20%
dos portadores de LLC tém idade inferior a 55 anos ao diagndstico 19,

Os valores médios de idade obtidos corroboram com a literatura, sendo relatado
0 aumento da incidéncia da LLC com o avanco da idade, sendo a idade jovem um fator
independente de bom progndstico, associada a maior sobrevida 9,

Quanto a variavel género, os pacientes do sexo masculino sdo os mais afetados.
Estes resultados estfo de acordo com os resultados de SCARFO et al ), Ferreira 9 e
HALLEK ®® que descrevem um predominio do sexo masculino na LLC. A raz&o para o
maior numero de casos de a doenca ser em homens é desconhecida, mas podem estar
associados a predisposicdo genética ?% 22,

As mutacBes dos genes NOTCH1 e SF3B1 também podem estar envolvidas na
diferenca entre os sexos em relacdo as respostas aos tratamentos . A relacdo M:F nos
casos de linfocitose B-monoclonal, uma condicgéo precursora da LLC, é menor do que na
LLC, isto significa que a doenca parece iniciar-se igualmente entre 0s sexos e entdo se
torna mais representativa nas mulheres durante a progressao da doenca @Y. Baumann et
al ®® observaram a predominancia do sexo masculino em pacientes com menos de 70
anos de idade, porém entre os idosos ambos 0s sexos foram iguais. A razdo para o
aumento do sexo feminino entre pacientes idosos pode ser devido a maior sobrevivéncia
e melhor resposta ao tratamento em mulheres ?%, porém ainda ndo ha uma boa hipdtese
para explicar essa tendéncia de melhor progndéstico em mulheres.

Houve leve predominancia de pacientes da raga/etnia parda. Entretanto, mais da
metade dos pacientes ndo possuiam essa informacéo nos prontuarios. Segundo dados da
The American Society of Hematology, cerca de 80% dos pacientes diagnosticados com

LLC s&o da raga branca ¥,
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Das ocupacOes exercidas pelos pacientes, destacaram-se as de dona de casa e
aposentado, com frequéncia de 17,39% cada, e o restante realizavam outras atividades
diversificadas. 32,61% residiam em Belém/capital e a grande maioria era proveniente de
outras localidades.

Com relacdo ao histérico de céncer, quase 20% dos pacientes possuiam
antecedente familiar positivo e apenas 4,35% antecedente pessoal positivo, porém sem
especificacdo do tipo. Pesquisas apontam que a incidéncia de LLC é maior em individuos
com historico familiar para a doenca @,

No que se refere, a apresentacdo clinica inicial, a grande maioria dos pacientes
estavam sintomaticos, sendo os sintomas B os mais comuns, seguidos de esplenomegalia
e astenia. Tal constatacdo € contraria a relatada na literatura, que mostra que até 70% dos
pacientes apresentam-se inicialmente assintomaticos. Isso pode ser explicado pelo fato de
que, segundo pesquisas, 0s pacientes de paises em desenvolvimento costumam receber
atendimento médico primario em estagios mais avancados. E pela qualidade e acesso aos

sistemas de salde, embora também haja influéncia de fatores ambientais e genéticos
(26,27,28)

Neste estudo, o sinal clinico mais frequente foi a esplenomegalia (28,26%), dado
em consisténcia com os resultados encontrados por Gongalves et al ?® de 22%, mas
inferior aos resultados mais elevados de Hasan et al ®®, Nwannadi et al GV e Padaro et al
(32) (64.8%, 72,2% e 71%, respectivamente). A hepatomegalia foi observada em 13,04%
dos pacientes, semelhante aos dados de Gongcalves et al ?® de 13% e de Basabaeen et al
(33 de 12,7%, mas inferior aos de Hasan et al ©9 e Padaro et al ®? (21,9% e 26%,
respectivamente). Linfadenopatia foi observada em 13,04%, enquanto Padaro et al ** e
Tejaswi et al @ e relataram uma porcentagem maior em suas pesquisas (49% e 28%).

A frequéncia de anemia (50%) e plaquetopenia (23,91%) no estudo atual foi
comparavel a relatada em pesquisas anteriores em que o nivel de hemoglobina e plaguetas
abaixo de valores normais foi documentado em até 54,16% e 40%, respectivamente. Tais
alteracbes hematimétricas sdo consideradas fatores de risco para uma evolugédo

desfavoravel e menor sobrevida ©:36),

Linfocitose acima de 50.000 foi encontrada em 30,43% dos pacientes. Estudo
realizado na Nigeria demonstrou que pacientes com LLC que possuiam hiperleucocitose

tiveram uma taxa de sobrevida mediana pior e estatisticamente significativa comparada
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aqueles com contagens de leucocitos mais baixas, sugerindo que uma alta carga tumoral

€ uma caracteristica de mau prognostico @7,

A partir da confirmac&o do diagnostico de LLC, torna-se de suma importancia a
analise da existéncia de comorbidades dos pacientes para prognostico adequado. Dentro
do presente estudo, 45,65% dos pacientes apresentaram comorbidades e complicagdes.
Um estudo de base populacional com 400 pacientes com LLC identificou que 99,5% dos
pacientes apresentaram pelo menos uma comorbidade ao diagnostico. Um escore elevado
de comorbidades influenciou negativamente na sobrevida relativa dos pacientes, mas sem
efeito estatisticamente significativo na mortalidade ©®. Outro estudo semelhante, no
entanto, identificou que pacientes idosos com disfun¢Bes renais possuiram mau
progndstico sob tratamento com fludarabina ©9).

Em relacdo aos resultados de deteccdo de anormalidades cromossémicas por
hibridacéo in situ por fluorescéncia (FISH), a porcentagem de individuos com alteracGes
citogenéticas com mau prognostico (dell11q, del17p e deltp53) foi igual ao grupo ao grupo
de bom progndstico (del13g) com 16,67% em ambos.

Estudos realizados por Shahjahani et al % e Baliakas et al “?, demonstram que as
alteracBes cromossémicas mais frequentes detectadas em pacientes portadores de LLC
sdo: del13q (40-60%) e trissomia 12 (15-20%), ja no presente estudo houve um equilibrio
entres as alteragdes dell13q, delllq dell7p e deltp53. Isso pode ser explicado pelo
aumento de pacientes com recaidas sucessivas durante o tratamento, elevando a
frequéncia de del17p e a mutagio do gene p53 “2).,

E em relacdo as caracteristicas clinicas ligadas com o padrdo citogenético dos
pacientes analisados. Foi identificado significancia estatistica entre os individuos sem
delecdo 13q (del13q) e que ndo apresentaram hepatomegalia. Apesar disso, tal delegéo
quando encontrada esta associado a uma resposta favoravel, presenca de sintomas leves
e sobrevida mais longa. 1sso pode variar se houver envolvimento de locus RB1 do gene,

com progress&o para formas mais graves 344,

Em pacientes com auséncia da delecdo do gene 17p (dell7p) houve uma
diminuicdo estatisticamente significativa dos obitos (p<0,02). Tal resultado é elucidado
por Sales “® ao averiguar a relagio da del17p e seu acometimento especificamente na
banda 17p13 do gene supressor tp53 corrobora para prognostico desfavoravel do paciente,
sendo a interacdo genética mais ligada aos dbitos. Em contrapartida, a presenca da delecéo

do gene tp53 (deltp53) relacionou-se com a diminuigdo dos Obitos nos pacientes
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(p<0,000003), dado contrario ao relatado na literatura. Isso pode ter ocorrido pela
hipétese de que nem todos os pacientes foram submetidos a testes de mutagdo TP53, bem
como ao fato de que a dell7p resulta na perda de TP53, sendo necessaria a analise
conjunta de ambas as alteracfes como um marcador de prognostico associado a resultados

ruins “9),

A auséncia de hepatomegalia também foi averiguada em pacientes sem a deltp53.
Contudo, a ndo presenca dessa alteragdo foi estatisticamente associada a presenca de
plaquetopenia em 80,49% dos pacientes. Complicacdes autoimunes secundarias a LLC
que alteram a hemodinamica sdo conhecidas no quadro clinico do paciente: a
trombocitopenia é comum inclusive na fase ativa da doenga, podendo resultar na parpura
trombocitopénica idiopatica “7.

Dessa forma, realizacdo da analise de FISH é essencial ndo sé para auxiliar no
diagnostico, prognostico e tratamento de LLC, como também nas recaidas passa a ser
muito importante @),

O EBV é ubiquo e aproximadamente 95% da populacéo ja entrou em contato com
virus. A infecgdo primaria pode ocorrer em criangas menores de cinco anos de idade ou
em adolescentes e adultos jovens, variando de acordo com a regido geogréafica e padrdes
de higiene “8 12 No presente estudo, verificou-se que 20 pacientes, cerca de 43,5%,
apresentaram DNA viral detectavel. Os resultados foram inferiores aos encontrados por
Visco et al “9 na Italia, que descreveram positividade para EBV em 59% dos pacientes
com LLC. Grywalska et al ® na Poldnia, também demostraram que 54% dos pacientes
com LLC do seu estudo possuiam DNA de EBV detectavel. Os dados ora apresentados
demonstram a presenca do EBV e a sua epidemiologia em individuos portadores LLC do
estado do Para.

O presente estudo investigou a presenca do EBV, através da técnica molecular de
PCR em pacientes com leucemia linfocitica crénica, previamente diagnosticados.
Verificou-se 28,26% dos pacientes com idade >60 anos apresentaram DNA viral
detectavel, enquanto que em pacientes com idade <60 anos a detec¢cdo do EBV diminuiu
para 15,21%. Dados semelhantes foram encontrados por Tabibzadeh et al “® na Asia
Central, que descreveram o DNA viral sendo detectado em 14,8% dos pacientes
portadores de LLC com idade média de 60 anos.

No Brasil, os primeiros estudos epidemiologicos relacionados ao EBV foram

descritos por Black e colaboradores no ano de 1970 e 1974 Y. Eles analisaram a
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prevaléncia de diversos herpesvirus, dentre eles o EBV, em tribos indigenas isoladas na
Amazodnia, como os Tiriyé e Kayapds. Esses estudos ressaltaram a grande abrangéncia
do EBV a nivel global ao ser constatado infeccdo em tribos distantes da sociedade
urbanizada.

Assim, o EBV foi o primeiro virus tumoral a ser descoberto e que continua a ser
estudado e associado a um vasto nimero de doencas humanas ©2.

Das caracteristicas clinicas examinadas foram observadas entre os pacientes EBV
positivos e negativos um aumento estatisticamente significativo de obitos e comorbidades
e complicacdes, (p<0,025 e p<0,03, respectivamente). Abrisqueta et al © detectaram
DNA viral de EBV em pacientes com LLC na Espanha. Cerca de 21% dos pacientes ndo
receberam tratamento devido a fragilidade e comorbidades, atuando negativamente no
prognostico e sobrevida relativa desses pacientes. Xu et al ¢4 analisaram as variaveis
clinicas em 97 pacientes com LLC, deste 21,6% foram diagnosticados com EBV. Setenta
pacientes (72,2%) tiveram indicacdo e receberam tratamento. Dezessete (17,5%)
individuos morreram de causas relacionadas a LLC e com alta carga viram de EBV.

Tabibzadeh et al ¥ pesquisaram a epidemiologia do EBV em doencas
linfoproliferativas, dentre elas a LLC, associando a infectividade do EBV com essas
doencas analisando as diferentes variaveis clinicas (idade, sexo, leucécitos, Hb e Plt) e
observou que ndo teve nenhum resultado significativo (p>0,05), independentemente do
grupo de doenca linfoproliferativo estudado.

No estudo de correlacdo entre as variaveis citogenéticas e EBYV, houver
significancia estatistica com valor de p<0,0001. Constatou-se que a infec¢do por EBV
esta associada aos pacientes com o0s piores progndsticos para LLC, e isso pode ser
confirmado devido a maioria dos pacientes diagnosticados com as alteragdes
citogéneticas de mau progndéstico como delecdo 11q, 17p e tp53 apresentarem DNA viral
detectavel para EBV.

O virus de Epstein Barr foi associado a transformacdo de Richter, que é
considerada a evolugdo mais agressiva da LLC e essa sindrome companham-se, em geral,
de delecdo 17p. O gene TP53 esta localizado no braco curto do cromossomo 17, ele é o
codificador da proteina p53, a principal responsavel pela apoptose celular 9,

Segundo Fries et al ®® o EBV induz a expressio dos genes celulares
antiapoptaticos bcl-2 e A20 e pode, desta forma, interferir na apoptose mediada por p53.
O estudo relatado por Li et al ®” descreveu o p53 como um alvo funcionalmente relevante

do EBV para potencializar sua replicacdo litica em carcinomas. Além disso, varios
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estudos demonstraram que os linfomas dirigidos por EBV pode regular ainda mais o gene
p53. Também descobriram que expressdes mais altas de EBV-BHRF1-1 foram
associadas a proteinas p53 e p53 mais baixas, o que pode refletir o papel funcional do
gene p53 em pacientes com LLC.

Diante disso, a infeccdo por EBV predominante nos pacientes diagnosticados com
alteracOes citogenéticas (delllg/ del17p13/ deltp53) podem ter uma desvantagem de
sobrevida em comparacdo com os pacientes com EBV negativos, pois estas alteragoes
citogenéticas estdo ainda associadas a estadio Rai de alto risco e a menor sobrevida livre
de terapéutica e global 9,

Além disso, a infeccdo ou reativagdo de EBV em pessoas imunossuprimidas,
como os portadores de LLC pode desencadear a ativacéo de células B e T, o que pode
aumentar o risco de linfoproliferacdes ndo controladas e, portanto, maior probabilidade
de mutac@es transformadoras. O EBV também pode ser um dos patégenos envolvidos na
desregulacdo indireta das células B .

Essas fortes correlagcbes representam uma nova perspectiva na pesquisa da
patogénese da LLC, e este é o primeiro, até onde sabemos, uma desvantagem na sobrevida
de pacientes EBV positivos com LLC. Nenhum dos pacientes EBV positivos estudados
evoluiu para a transformacéo de Richter, durante o periodo de acompanhamento.

E é importante ressaltar que este estudo apresentou algumas limitacfes, como por
exemplo, o pequeno tamanho da amostra que ndo permitiu um exame detalhado das
interacdes entre os resultados do EBV e as variaveis da LLC. Outra limitacdo foi a falta
da realizacdo da quantificacdo da carga viral de DNA do EBV, pois a quantificacdo da
carga viral do EBV pode ser importante para a patogénese e 0 progndstico da doenca,
especialmente em pacientes com malignidade. Mas nosso estudo pela primeira vez
mostrou a associa¢do da LLC com o virus EBV em grupos populacionais no Estado do
Para.

Em nossos achados, verificou-se que cerca de 43,47% de nossa populacéo tinha
DNA detectavel de EBV, corroborando com a maioria da literatura. Foram encontrados
dados estatisticamente significativos para a correlacionar as alteragdes citogenetica com
0 EBV. Constatando-se que a infeccdo por EBV pode estar associada aos pacientes com
0s piores prognosticos para LLC, sugerindo assim, que a infeccdo por EBV possa piora o
prognostico da doenca, devido todos os pacientes diagnosticados nesse estudo com as

alteraces citogéneticas de mau progndéstico como delecdo 11q, 17p e tp53 apresentarem

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.5, p. 34222-34244, may., 2022



Brazilian Journal of Development | 34240
ISSN: 2525-8761

DNA viral detectavel para EBV e alguns deles acabaram evoluindo a o6bito, sustentanto
esta associacdo entre EBV e LLC.
Dessa forma, evidenciou-se a necessidade de estudos com maior casuistica, a fim

de melhor esclarecer a correlacdo da infeccdo por EBV em pacientes portadores de LLC.
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