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Resumo

Introdugdo: As leucemias de linfécitos grandes granulares (LGLL) sdo doencgas linfoproliferativas
crénicas, raras. Um dos achados mais carateristico destas doencas é a hiperativacdo do fator de
transcricdao STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3), que se associa a mutagdes no
gene correspondente. O tratamento atual das LGLL assenta na imunossupressao, no entanto este
nao é eficaz numa percentagem significativa de doentes. Um novo tratamento promissor pode passar
pela terapia dirigida ao STAT3, portanto a caraterizacdo da frequéncia destas mutacdes pode ser

importante para a implementagao de novas terapias.

Objetivos: Neste trabalho procuramos determinar a frequéncia das muta¢des mais comuns do STAT3
(mutagdes D661Y e Y640F) em doentes com LGLL diagnosticados no Laboratdrio de Citometria do
Servico de Hematologia Clinica do Centro Hospitalar Universitario do Porto. Procurou-se também

explorar as carateristicas clinicas e laboratoriais dos varios tipos de LGLL.

Metodologia: Foram selecionados 59 doentes com diferentes tipos de LGLL, nomeadamente com
expansdes monoclonais de linfécitos T a/pB, de tipo CD8 e de tipo CD4, de linfécitos T y/6 ou de células
NK. Foram utilizadas amostras de sangue periférico para pesquisar as mutacdes D661Y e Y640F. O
ADN obtido das amostras foi amplificado recorrendo a técnica Tetra Primer ARMS-PCR (Amplification
Refractory Mutation System - Polymerase Chain Reaction), sendo que para tal foi necessdrio

desenvolver e otimizar um novo protocolo.

Resultados: A populagao selecionada apresentava carateristicas clinicas e laboratoriais semelhantes
as descritas na literatura, salientando-se a existéncia de citopenias e a associacdo com outras
patologias, nomeadamente disturbios autoimunes e outras neoplasias. A existéncia de varios
subgrupos de LGLL permitiu destacar alguns achados especificos a cada subgrupo. No que respeita a
pesquisa de mutagcdes no STAT3, foi detetada a mutacdo D661Y em 2 casos; ndao foram casos com a
mutagao Y640F.

Conclusodes: Este estudo teve os resultados clinicos esperados para as LGLL em geral e para cada um
dos subtipos em particular. A frequéncia das mutacdes D661Y e Y640F do STAT3 foi bastante inferior
ao esperado, o que se pode dever a problemas de ordem técnica, pelo que o protocolo utilizado

carece de otimizacao e validacdo adicional.

Palavras-chave: Leucemias de linfécitos grandes granulares; STAT3



Abstract

Introduction: Large Granular Lymphocyte Leukemias (LGLL) are rare, chronic, lymphoproliferative
diseases. One of the most characteristic finding of these diseases is the hyperactivation of the STAT3
(Signal transducer and activator of transcription 3) transcription factor, associated with mutations in
the corresponding gene. Current LGLL treatment relies on immunosuppression, however it is not
effective in a significant proportion of patients. A promising new treatment may be dependent on
therapy directed to STAT3, therefore the characterization of the frequency of these mutations may

be of importance for the implementation of new therapeutic approaches.

Objectives: We aim to determine the frequency of STAT3’s most common mutations (D661Y and
Y640F) in patients diagnosed with LGLL in the Cytometry Laboratory of Clinical Hematology
Department in Centro Hospitalar Universitario do Porto. We also seek out to explore the clinical and

laboratorial characteristics of the several types of LGLL.

Methodology: Fifty-nine patients with different types of LGLL, namely with monoclonal expansions
of CD8 and CD4 a/B T cells, y/& T cells or NK cells were selected. Peripheral blood samples were used
to search for D661Y and Y640F mutations. The DNA obtained from the samples was amplified using
Tetra Primer ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System - Polymerase Chain Reaction). For

this purpose, a new protocol had to be developed and optimized.

Results: The selected population exhibited similar clinical and laboratory characteristics to the ones
described in the literature, with emphasis on the presence of cytopenias and the association with
other pathologies, namely autoimmune disorders and other malignancies. The existence of multiple
subgroups of LGLL allowed to highlight some specific findings to each subgroup. Regarding the search
of STAT3 mutations, the D661Y mutation was detected in 2 cases; no cases were detected with the

Y640F mutation.

Conclusion: This study had the clinical results expected for the LGLL in general and each of the
particular subgroups. The frequency of D661Y and Y640F mutations was much lower than expected,
which may be due to technical issues, therefore the protocol used requires further optimization and

validation.

Keywords: Large granular lymphocytic leukemia; STAT3
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Introdugao

Os Linfécitos Grandes Granulares (LGL, large granular lymphocytes) sdo uma subpopulacdo
morfologicamente distinta de linfécitos com tamanho médio (15-18 ul) e com abundantes granulos
azurofilicos no citoplasma. A maioria dos LGL normais em circulagao sao células NK e os restantes sao
linfécitos T citotdxicos. O numero absoluto de LGL em circulagdo no sangue periférico normal é em
geral inferior a 0.3 x10°/L, mas diversos estimulos, como infe¢des viricas, podem causar expansdes

reativas e tempordrias de LGL.

As Leucemias de Linfdcitos Grandes Granulares (LGLL), cujo conceito foi estabelecido primeira vez
em 1985 por Loughran e col.l, caraterizam-se pela proliferacdo clonal de LGL. S3o doencas
linfoproliferativas crénicas raras cuja incidéncia anual foi estimada entre 0.2 e 0.7 casos por milhdo
de habitantes. >3 Ainda assim, parecem ser as neoplasias de células T mais comuns, correspondendo
a cerca de 3% de todas as neoplasias linféides. 4 Atingem em geral individuos adultos, sem diferenca

significativa entre os dois géneros, sendo que cerca de 80% dos doentes tém mais de 50 anos. >’

E possivel dividir as LLGL em dois grupos principais, dependendo do tipo de LGL: aproximadamente
90% tém origem nos linfocitos T (LGLL-T), resultando da proliferacdo de células T citotdxicas; as
restantes 10% tém origem nas células NK e sdo designadas doengas linfoproliferativas cronicas de
células NK (DLPC-NK). Estas duas entidades sdo reconhecidas pela OMS e tém carateristicas clinicas

e bioldgicas semelhantes. &°

Cerca de 2/3 dos doentes com LGLL encontram-se sintomaticos no momento do diagndstico, e os
principais sintomas sdo derivados de citopenias.>® A nivel analitico, o achado mais frequente é a
neutropenia, sendo que cerca de metade dos doentes tem contagens de neutréfilos inferiores a 1.5
x 10°/L e cerca de 20% tém neutropenia grave, com valores inferiores a 0.5 x 10°/L. >® Devido a
neutropenia que se verifica nesta proporcdo significativa de doentes, e portanto uma das
manifestaces mais tipicas sdo as infecdes bacterianas recorrentes.'® A anemia também é frequente,
afetando cerca de 40% dos doentes, dos quais cerca de metade necessitam de suporte transfusional

/11 Mais raramente ocorre trombocitopenia, descrita em 17-30% dos casos. >’

Cerca de um 25% dos doentes apresentam esplenomegalia. >’ Raramente sdo observadas
hepatomegalia e adenopatias, devendo estas ultimas alertar para a possibilidade de outra doenga

linfoproliferativa associada. 101



A presenca de sintomas B também esta descrita, mas a sua ocorréncia é muito varidvel nos diferentes

estudos, manifestando-se entre 7 a 63% dos doentes. >’

Ha uma prevaléncia relativamente elevada de disturbios autoimunes nos doentes com LGLL, sendo
gue é comum encontrar positividade para autoanticorpos, como fator reumatoide (FR) e anticorpos
antinucleares (ANA). Entre 25 a 40% dos doentes tém diagndstico concomitante de patologias

autoimunes, sendo que a Artrite Reumatoide é a doencga autoimune mais frequente. > 2

Apesar da sua evolugdo indolente, 10% dos doentes morrem, principalmente devido a infegdes e

complicagdes de sépsis, sendo a sobrevida média de 9-14 anos apds diagndstico. 711

A nivel de clinica e evolugdo, as LGLL-T e as DLPC-NK s3o bastante semelhantes entre si. >%° Alguns
artigos descrevem ligeiras diferencas entre estas duas entidades, tais como uma maior associa¢do

das LGLL-T com Artrite Reumatoide, 12 esplenomegalia e anemia mais severa. &

O tratamento das LGLL baseia-se em imunossupressdao com vista a diminuir a atividade e proliferacao
dos LGL. *! O tratamento de primeira linha passa pela imunossupressdo oral com metotrexato,
ciclofosfamida ou ciclosporina, que induzem resposta em cerca de 50% dos doentes. No entanto, a
taxa de resposta completa é inferior a 35% e as recidivas sdo frequentes.®!! E possivel que a
existéncia de certas mutacdes no gene STAT3 seja preditiva da resposta ao metotrexato'® ou
ciclofosfamida.'® Ha outras op¢des de tratamentos, no entanto o nimero de doentes submetidos é
relativamente pequeno e, como tal, hd pouca informac3o. >*' De uma forma geral os tratamentos
disponiveis ndo sdo inteiramente satisfatérios, pelo que novos tratamentos continuam a ser

investigados.

Relativamente a fisiopatologia da LGLL acredita-se que resultem de uma estimulacdo crdnica do
sistema imune, e tem sido descrita desregulacdo de varias moléculas e cascatas de sinalizacdo. Estas
incluem citoquinas, como a interleucina 15 (IL-15), fatores de crescimento como o PDGF (Platelet-
derived growth factor), moléculas envolvidas na apoptose (como o recetor Fas e o seu ligando, Fasl)
e moléculas que participam nas vias de sinalizacdo intracelular (vias da Map-kinase, do Pi3k, e do

Jak/Stat). 14

O STAT3 (Signal transducer and activator of transcription type 3) é um fator de transcricdao que, em
situagdes fisioldgicas, é temporariamente ativado. Esta molécula faz parte da via de sinalizagao

Jak/Stat, que promove a sobrevivéncia dos LGL, e evita a apoptose. > A ativacdo persistente do



STAT3 é um achado recorrente nas LGLL, tendo sido descrita pela primeira vez em 2001.%!! Esta
ativacdo esta relacionada com mutacdes com ganho de funcdo, que geralmente ocorrem no exao 21
do gene STAT3, que codifica para o dominio SH2 (Src homology 2) do fator de transcrigdo, como é o

caso das mutacdes D661Y e Y640F.

Conhecendo afisiopatologia das LGLL, tem-se colocado a hipdtese de utilizar terapia dirigida as varias
moléculas que se encontram desreguladas nesta doenga. Considerando a aparente importancia do

STAT3 na evolucgdo das LGLL, esta molécula pode vir a ser um possivel alvo terapéutico.

Os objetivos deste trabalho sdo determinar a frequéncia das mutacoes D661Y e Y640F do STAT3 em
uma populacdo de doentes com LGLL diagnosticados no Laboratério de Citometria do Servigco de
Hematologia Clinica do Centro Hospitalar Universitario do Porto (CHUPorto). Também se ira

caracterizar os dados clinicos e laboratoriais dos varios subgrupos de LGLL.



Material e Métodos
Populagao e diagnéstico

O projeto subjacente a este estudo, apresentado em anexo e registado no CHUPorto com o n@
2020.133 (105-DEFI/107-CE), foi aprovado pela Comissdo de Etica e pelo Gabinete de Investigacio,

tendo sido autorizado pelo Conselho de Administragao do hospital.

Foram selecionados, por conveniéncia, doentes que foram diagnosticados com LGLL no Laboratdrio
de Citometria do Servico de Hematologia Clinica do CHUPorto, para os quais existisse amostra
excedentaria disponivel para a pesquisa de mutag¢des no STAT3. Procurou-se selecionar doentes com
diferentes subtipos e fendtipos de LGLL, nomeadamente com expansdes de LGL-T a/pB, de tipo CD8 e

de tipo CD4, LGL-T y/6 e células NK.

Os critérios de diagndstico foram semelhantes aos descritos por Moignet e Lamy em 2018, sendo
obrigatdria a identificacdo de uma expansdo persistente (> 6 meses) de LGL e a demonstracdo de
monoclonalidade. No caso dos linfécitos T, a clonalidade foi avaliada através do estudo genético dos
rearranjos dos genes que codificam para o recetor da célula T (T cell receptor, TCR), e/ou através do
estudo imunofenotipico das familias de regides variaveis das cadeias beta, gama e delta do TCR.1>1®
No caso das células NK, a sua clonalidade foi determinada seguindo os critérios fenotipicos descritos

por Lima e col. em 2004 " e, em 2015, por Barcena e col. 18

O subtipo de LGL foi confirmado através de imunofenotipagem, por citometria de fluxo, que permitiu
a classificagdo dos linfocitos T quanto ao seu TCR (alfa/beta ou gama/delta) e quanto a sua expressao

de CD4, e de CD8, e das células NK quanto a sua expressdo de CD56.

Como controlo negativo para pesquisa da mutacao no gene STAT3, foram analisadas amostras de
adultos saudaveis, dadores de sangue. Foram incluidos 5 adultos saudaveis que compareceram no
Servico de Hematologia Clinica para dar sangue durante o periodo do estudo, e que concordaram em

colher uma amostra de sangue no ambito deste estudo.

A informacao clinica dos doentes foi obtida através da consulta dos registos internos do Laboratério
de Citometria. Relativamente aos doentes pertencentes ao CHUPorto (n=17), foi também consultado
o processo clinico através do programa SClinic. Foram retiradas informag¢des como género, data de
nascimento, data do estudo, hospital de origem, tipo de LGLL, contagens celulares do hemograma,
organomegalias (hepatomegalia, esplenomegalia e adenopatias), patologias associadas,

4



imunoglobulinas séricas, serologias para os virus da hepatite B (VHB) e C (VHC), para o virus da
imunodeficiéncia humana (VIH), para o virus de Epstein Barr (EBV) e para o citomegalovirus (CMV) e

presenca de autoanticorpos, como FR, ANA e anticorpos anti-citoplasma dos neutrofilos (ANCA).

Pesquisa de mutag¢Ges no gene STAT3

O ADN foi extraido de amostras de sangue periférico colhidas em tubo com anticoagulante (EDTA-
K3) através de extragao automatica, com recurso ao kit “EZ1 DNA Blood 200 uL Kit” e ao equipamento

“EZ1 Advanced XL” (QIAGEN).

O ADN obtido foi amplificado através da técnica Tetra Primer ARMS-PCR (Amplification Refractory
Mutation System - Polymerase Chain Reaction), segundo protocolo descrito por Jerez e col., para a

pesquisa das mutacdes D661Y e Y640F do gene STAT3, adaptado.®®
Os Primers utilizados foram os descritos pelos referidos autores.?

Para detetar a mutag¢dao D661Y foram usados os seguintes primers (5’-3’): Forward Inner Primer (alelo
G), AAATCATCATGGGCTATAAGATCACGG; Reverse Inner Primer (alelo T),
GGAGACACCAGGATATTGGTAGCGTA; Forward Outer Primer, CCTAGCTGTAGGTTCCATGATCTTTCCT;
Reverse Outer Primer, AAAATTAAATGCCAGGAACATGGAAAAT. Os dois Outer Primers originam um
segmento de 290pb; o alelo G de 182 pb; o alelo T de 161 pb.

Os primers utilizados para a pesquisa da mutacdo Y640F foram os seguintes: (5’-3’): Forward Inner
Primer (alelo A), ACCCAGATCCAGTCCGTGGAACCTTA; Reverse Inner Prime (alelo T),
ACATGTTGTTCAGCTGCTGCTTTGAGA; Forward Outer Primer,
AAAAAATGGGCAGTTTTCTCTGAGATGACC; Reverse Outer Primer,
CCAGTGGAGACACCAGGATATTGGTAGC. Os dois Quter Primers originam um segmento de 197 pb; o
alelo A de 119 pb; o alelo T de 131 pb.

Para amplificacdo, que foi efetuada recorrendo a um termociclador automatico, utilizou-se a enzima

“Amplitag Gold® DNA Polymerase” (Applied Biosystems) e respetivo kit.

Os reagentes utilizados e os ciclos de PCR estdo descritos no Material suplementar, tabelas 1 e 2,

respetivamente.

Por fim, para detecdo dos produtos amplificados, utilizou-se um equipamento de eletroforese

automatica em microchip (2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies).



Analise Estatistica

Para gestdo de todos os dados, foi criada uma base de dados em Excel. Para as varidveis qualitativas
foram calculadas as frequéncias absolutas e relativas. Para as varidveis quantitativas foram calculadas

medidas de tendéncia central — mediana — e medidas de dispersdo — minimo e maximo.



Resultados

Foram avaliados 59 doentes com LGLL estudados no CHUP entre 2019 e 2020, 32 do género
masculino (54%) e 27 do género feminino (46%). Na data do estudo, os doentes tinham idades
compreendidas entre os 9 e os 85 anos, com uma idade mediana de 66 anos. Em 13 casos (22%) a

idade era inferior a 50 anos.

Relativamente ao subtipo de LGLL, em 43 (73%) havia expansdo de LGL-T e em 15 (25%) havia
expansdo de células NK. Um caso (2%) tinha expansdo simultanea de LGL-T e de células NK (Tabela
1). Dentro das LGLL-T, os LGL-T eram do tipo a/B CD8 (n=24), havendo também LGL-T de tipo a/p
CD4 (n=7) ede tipoy/6 (n=10). Um caso era apresentava expansdo de LGL-T a/B duplamente negativa
(CD4- CD8-) e um caso tinha expansdo simultdnea de LGL-T o/ CD8 e LGL-T y/&. Dentro das DLPC-
NK, 9 (15%) eram CD56-/+fraco, i.e. apresentavam auséncia de expressdo de CD56 ou expressdo
muito fraca desta molécula de adesdo em parte das células NK, e 6 (10%) eram CD56+. Um caso tinha

expansdo simultanea de LGL-T y/& e de células NK (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagdo das LGLL nos doentes avaliados (n=59)

LGLL-T 43 (73%)
o/B+ CD8+ 24 (41%)
o/B+ CD4+ 7 (12%)
v/6+ 10 (17%)
Outros* 2 (3%)

DLPC-NK 15 (25%)
CD56-/+fraco 9 (15%)
CD56+ 6 (10%)

LGLL-T + DLPC-NK 1(2%)

Abreviaturas: LGLL: Leucemia de linfécitos grandes granulares; DLPC-NK: doenga linfoproliferativa crénica de células
NK.
*Um caso de LGLL-T a/p CD4- CD8- e 1 caso de associa¢do de LGLL-T a/B CD8 e LGLL-T y/6

Nas LGLL-T, a mediana da percentagem dos LGL-T clonais no total de leucécitos, quantificada por
citometria de fluxo, era de 15.4%, variando entre 1.9% e 86.9% e sendo inferior a 5% em apenas 1
caso. Nas DLPC-NK, a percentagem de células NK fenotipicamente anormais no total dos leucdcitos
era de 21.6%, variando entre 4.7% e 57.8%, e sendo inferior a 5% em apenas 1 caso. Os valores
absolutos correspondentes eram de 1019 LGL-T/mm3 (intervalo 83-22577/mm3) e de 1292 células
NK/mm3 (intervalo 563-5565/mm3).



A nivel analitico, a tabela 2 descreve os achados encontrados no hemograma, tanto em todos os
doentes, como discriminados nos varios subtipos de LGLL. A neutropenia foi a citopenia mais
frequente, sendo que 13 doentes (22%) tinham menos de 1500 neutréfilos/mm3 e 5 doentes (8%)
tinham valores inferiores a 500 neutrdfilos/mm3. Os valores minimos e maximos de neutrdfilos/mm3
foram 8 e 13740, respetivamente. Os dez doentes (17%) que apresentavam anemia tinham LGLL-T
a/B CD8 ou DLPC-NK, sendo que o Unico doente com hemoglobina inferior a 8 g/dL tinha LGLL-T /B
CD8. A hemoglobina mediana foi 13.7 g/dL (intervalo 7.8-17.4). Nove doentes (15%) tinham
trombocitopenia, sendo que a mediana de plaquetas foi 197x10°/L (intervalo 56-439). Por outro lado,
23 doentes (39%) apresentavam linfocitose superior a 4000 linfécitos/mm3. O valor mediano de

linfécitos foi de 3145/mm3 com valores minimos e maximos de 956 e 23268, respetivamente.

Tabela 2. Valores hematoldgicos nos doentes com LGLL avaliados

LGLL LGLL-T o/B CD8 LGLL-T a/B CD4 LGLL-Ty/6 DLPC-NK
(n=59) (n=24) (n=7) (n=10) (n=15)
13.7 139 14.0 14.2 13.2
Hemoglobina (g/dL)
(7.8-17.4) (7.8-17.1) (12.4-15.9) (12.1-17.4) (10.5-17.0)
Anemia 10 (17%) 6 (25%) 0 0 4 (27%)
Anemia grave 1(2%) 1 (4%) 0 0 0
197 178 197 256 203
Plaquetas (x 10°/L)
(56-439) (56-414) (118-260) (73-439) (122-391)
Trombocitopenia 9 (15%) 5(21%) 1(14%) 1(10%) 2 (13%)
2831 2099 3250 2507 3186
Neutroéfilos (/mm3)
(8-13740) (66-13740) (2681-6507) (245-6986) (543-10310)
Neutropenia 13 (22%) 7 (29%) 0 2 (20%) 2 (13%)
Neutropenia grave 5 (8%) 3(13%) 0 1(10%) 0
3145 2440 8615 2049 3914
Linfocitos (/mm3)
(956-23268) (1032-6608) (2818-23268) (1183-6068) (956-9275)
Linfocitose 23 (39%) 5(21%) 6 (86%) 2 (20%) 7 (47%)

Abreviaturas: LGLL: Leucemia de linfécitos grandes granulares; DLPC-NK: doenga linfoproliferativa crénica de células
NK.

Anemia definida como Hemoglobina <12 g/dL; anemia grave como Hemoglobina <8g/dL; trombocitopenia definida
como plaquetas <150 x 10%/L; neutropenia definida como neutréfilos <1500/mm3; neutropenia grave como neutréfilos
<500/mm?3 e linfocitose como linfécitos >4000/mm?.

A nivel dos achados clinicos, sé conseguimos obter informacdo sobre existéncia ou ndo de patologias
associadas em 24 dos 59 doentes. Desses doentes, 21 (87.5%) tinham alguma patologia associada
(Tabela 3). De salientar que, dentro do grupo de LGLL-T a/Bf CD8, 4 doentes tinham Artrite

Reumatoide, 2 tinham neoplasia hematoldgica (um linfoma de células B do manto e um linfoma de
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células B da zona marginal). Ainda neste grupo, um tinha infecdo pelo VIH com Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), um tinha osteomielite da mandibula e um tinha aplasia medular
e hemoglobinuria paroxistica noturna. Nas LGLL-T a/B CD4, um dos doentes tinha uma neoplasia
hematoldgica (leucemia linfocitica crénica B). No grupo das LGLL-T y/8, havia um doente
esplenectomizado ha mais de 30 anos por esferocitose hereditaria, e transplantado hepatico ha cerca
de 15 anos, encontrava-se atualmente sob imunossupressao. Outro doente, de 9 anos, apresentava
imunodeficiéncia combinada grave e ataxia telangiectasia. Ainda neste grupo havia um doente com
sarcoidose cutanea e um doente com fibrose pulmonar. Por fim, dentro das DLPC-NK, trés doentes
tinham neoplasias ndo-hematolégicas (sarcoma de Kaposi; carcinomatose de tumor primario
desconhecido; e antecedentes de neoplasia da bexiga), um tinha Lupus Eritematoso Sistémico, um
tinha SIDA, um tinha hepatite C e um tinha uma insuficiéncia renal crénica de causa desconhecida. O
doente que tinha simultaneamente proliferacdo de LGL-T y/6 e células NK apresentava também

Artrite Reumatoide.

Tabela 3. Resumo das patologias associadas nos doentes com LGLL avaliados

Doenga autoimune 6/24 (25%)
Artrite Reumatoide 5/24 (21%)
Neoplasia hematoldgica 3/24 (13%)
Neoplasia ndo hematoldgica 3/24 (13%)
Doenga infeciosa 2/24 (8%)
Imunodeficiéncia 4/24 (17%)

Abreviaturas: LGLL, Leucemia de linfdcitos grandes granulares

Dentro da informacdo clinica a que tivemos acesso, conseguimos verificar que 23% dos doentes (5
em 22) apresentavam esplenomegalia, sendo que ndo consideramos o doente previamente
esplenectomizado. Por outro lado, 18% (4 em 22) tinham adenopatias e 14% (3 em 21) apresentavam

hepatomegalia (Tabela 4).

A nivel das imunoglobulinas, dentro dos 11 doentes avaliados nesse ambito, 2 (18%) tinham IgG
ligeiramente elevada, e 1 (9%) tinha IgM ligeiramente elevada, que correspondia a uma gamapatia

monoclonal de tipo IgM/Kappa (Tabela 4).

Dentro dos doentes que tinham realizado estudos seroldgicos para infecdes viricas, verificdmos que
23% (3 em 13) eram imunes para VHB, 8% (1 em 13) tinha hepatite C ativa e 13% (2 em 15) tinham
infecdo pelo VIH1 (Tabela 4).



No que respeita aos autoanticorpos, 67% (4 em 6) tinham FR positivo, 57% (4 em 7) tinham ANA
positivos. Nos cinco doentes que foi a avaliada a presenca de ANCA, o resultado foi negativo (Tabela

4).

Tabela 4. Manifestagdes clinicas e serologias nos doentes com LGLL avaliados

Organomegalias

Esplenomegalia 5/22 (23%)
Adenopatias 4/22 (18%)
Hepatomegalia 3/21 (14%)

Imunoglobulinas
Hipergamaglobulinemia IgG 2/11 (18%)
Hipergamaglobulinemia IgM 1/11 (9%)

Serologias viricas

VHB imune 3/13 (23%)
VHC + 1/13 (8%)
VIH1 + 2/15 (13%)

Autoanticorpos

Fator Reumatoide + 4/6 (67%)
ANA + 47 (57%)
ANCA + 0/5 (0%)

Abreviaturas: VHB, Virus Hepatite B; VHC, Virus Hepatite C; VIH, Virus da imunodeficiéncia humana; ANA, anticorpo
antinucleares; ANCA, anticorpos anti-citoplasma dos neutrdfilos

Por fim, analisando a presenca das mutagdes Y640F e D661Y no gene STAT3, sé foram encontrados
dois doentes positivos para a mutacdo D661Y, um com LGLL-T a/B CD8 e outro com DLPC-NK (Tabela

5). Nestes casos, a % de LGL no total dos leucdcitos era de 9.2% e 8.9%, respetivamente.

Tabela 5. Detegdo de mutagdes no gene STAT3 nos doentes com LGLL avaliados

Mutagao LGLL LGLL-T o/ CD8 LGLL-T o/ CD4 LGLL-Ty/& DLPC-NK
D661Y 2/59 (3%) 1/24 (4%) 0/7 (0%) 0/10 (0%) 1/15 (6%)
Y640F 0/59 (0%) 0/24 (0%) 0/7 (0%) 0/10 (0%) 0/15 (0%)

Abreviaturas: LGLL, Leucemia de linfdcitos grandes granulares; DLPC-NK, doenca linfoproliferativa cronica de células NK.
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Discussao

As LGLL sdo doencgas raras, pelo que existe alguma dificuldade em conseguir realizar estudos com um

grande numero de doentes.

Os doentes com LGLL avaliados neste estudo tinham carateristicas similares as descritas na literatura,
resumidas na Tabela 6, onde se representam os achados clinicos e laboratoriais de trés das maiores

séries publicadas na ultima década. >’

Tabela 6. Carateristicas da populagdo e os achados mais frequentes dos 3 maiores estudos retrospetivos
realizados em doentes com LGLL

Bareau e col., 2010°  Sanikommu e col., 2017 © Dong e col., 20217

N 229 204 319
Idade mediana ao diagndstico (anos) 59 63 65
Idade inferior a 50 anos ao diagndstico 52 (26%) - 55 (17%)
Género masculino 104 (45%) 110 (54%) 170 (53%)
LGLL-T 201 (87%) 183 (90%) 295 (92%)
DLPC-NK 28 (13%) 21 (10%) 24 (7%)
Sintomaticos 186 (81%) 118 (53%) -
Sintomas B (7%) - 200 (63%)
Esplenomegalia 55 (24%) 49 (24%) 91 (28%)
Hepatomegalia (10%) - -
Adenopatias (6%) - -
Neutropenia (<1.5 x 10%/L) 135 (59%) 93 (46%) 131 (41%)
Neutropenia grave (<0.5 x 10%/L) 56 (24%) 36 (17%) 54 (17%)
Anemia (Hb <11g/dL) 56 (24%) 79 (40%) 132 (41%) *
Anemia grave (Hb <8 g/dL) 15 (6%) 45 (22%) 60 (19%) **
Trombocitopenia 40 (17%) 59 (30%) 83 (26%)
Doenga autoimunes 74 (32%) 51 (25%) 83 (26%)
Artrite Reumatoide 36 (16%) 31 (15%) 38 (12%)
Neoplasias hematoldgicas 20 (9%) 39 (19%) 59 (18%)
Neoplasias ndo hematoldgicas 10 (4%) 35 (17%) 66 (21%)

Abreviaturas: LGLL, Leucemias de Linfdcitos Grandes Granulares; LGLL-T, LGLL de linfécitos T; DLPC-NK, Doencas
Linfoproliferativas Crénicas de células NK; Hb, hemoglobina.
* Hb <12 g/dL; **Anemia com necessidade de transfusdo, sem valor de Hb definido

O nivel demogréfico salienta-se uma idade mediana entre os 59 e os 65 anos e uma representacao

similar de ambos os géneros.

VerificAmos neste estudo, tal como estda descrito em estudos anteriores, que a citopenia mais
frequente nas LGLL em geral é a neutropenia, seguida de anemia, sendo a trombocitopenia a

citopenia menos frequente. As citopenias, particularmente a neutropenia, sdo particularmente
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frequentes nas LGLL-T a/B CD8 (o subgrupo mais representado nas séries de LGLL publicadas) e nas
DLPC-NK, >7 o mesmo acontecendo nas LGLL T y/8.1¢ Realga-se uma auséncia (ou frequéncia muito
baixa) de citopenias dentro do grupo das LGLL-T a/B CD4, o que vai de encontro ao que foi descrito

em 2003.%°

Relativamente as manifestacdes clinicas, este estudo também confirmou a associacdo das LGLL com
esplenomegalia; menos comum, é a presenca de hepatomegalia e, sobretudo de adenopatias, que

devem alertar para a possibilidade de outras neoplasias linfoides associadas >7-16:17.20

A nivel das patologias associadas, tal como esta descrito, verificou-se a elevada incidéncia de doencas
autoimunes, nomeadamente artrite reumatoide, especialmente nas LGLL-T o/ CD8.>71617
Confirmou-se também a associacdo das LGLL com neoplasias hematoldgicas e ndo-hematoldgicas.
Realca-se que, dentro das LGLL-T a/B CD4, a unica patologia associada foi uma neoplasia
hematoldgica, ndo havendo neste subgrupo casos de doenca autoimune. A auséncia de doencas

autoimunes neste subgrupo das LGLL também ja tinha sido reportada em 2003. %

A nivel serolégico, também se constatou uma elevada taxa de Fator Reumatoide e ANA positivos nas
LGLL, descritos como frequentemente associados as LGLL. >7 No entanto, é possivel que a frequéncia
relativa destes autoanticorpos esteja sobrestimada neste estudo retrospetivo, pois o resultado da
pesquisa de auto-anticorpos estava disponivel em nimero muito escasso de doentes sendo possivel
gue exista um viés, i.e., terem sido pedida estas analises apenas nos casos em que havia suspeita
clinica de doenga autoimune. Neste estudo também se levantou informacgao sobre o ANCA, com vista
a perceber se este autoanticorpo também poderia estar implicado no contexto autoimune desta
doenca. No entanto, os cinco doentes avaliados nesse ambito eram ANCA negativos. De facto, este
autoanticorpo ndo se encontrava descrito em estudos prévios de LGLL, e, conforme estes resultados,

ndo parece ser relevante.

A nivel das mutacdes no STAT3, os estudos previamente publicados que descreveram a frequéncia
e importancia destas mutacdes no contexto das LGLL apresentaram resultados muito varidveis
(Tabela 7). Esta variedade dos resultados depende de varios fatores, como os subtipos de LGLL
avaliados e das técnicas utilizadas, entre outros. 2! As mutag¢des pesquisadas neste estudo, Y640F
e D661Y sdo as mais frequentes, correspondendo a 62-87% das mutagdes do STAT3, e ocorrendo
em 11-29% e 2-23% dos casos, respetivamente (Tabela 7). De referir que a maioria das séries

publicadas ndo inclui casos de LGLL-T a/B CD4 e de LGLL-T y/§, 92122 que representam,
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respetivamente, 12% e 17% dos casos avaliados na presente série, o que pode interferir com os
resultados. De facto, de acordo com o descrito na literatura, as mutacdes do STAT3 estdo ausentes
nas LGLL-T a/B CD4, 232* em que sdo recorrentes as mutagdes ativadoras do STAT5 % e os dados

relativos as LGLL-T y/& sdo ainda muito escassos. %

Tabela 7. Frequéncias absolutas e relativas das muta¢des no STAT3, D661Y e Y640F em vdrios estudos
publicados

Koskela, Jerez, Fasan, Teramo, Sanikommu, Mufioz-Garcia,
2012 % 201219 2013 2 2017 B 2018° 2020 %
LGLL (n) 77 170 62 101 183 82%*
STAT3 mutado 31/77 (40%) 48 (28%) 43 (71%) 38 (38%) 66 (36%) 28 (34%)
D661Y 7/77 (9%) 19 (11%) 14 (23%) 9 (9%) 22 (12%) 2 (2%)
Y640F 13/77 (17%) 18 (11%) 18 (29%) 24 (24%) 32 (18%) 15 (18%)
LGLL-T o/B CD8 (n) 77 120 55 68 170 33
STAT3 mutado 31 (40%) 33 (28%) 40 (73%) 38 (56%) ND 12 (36%)
D661Y 7 (9%) 12 (10%) 13 (24%) 9 (13%) ND ND
Y640F 13 (17%) 14 (12%) 18 (33%) 24 (35%) ND ND
LGLL-T o/B CD4 (n) 0 0 0 33 13 14
STAT3 mutado NA NA NA 0 (0%) ND 0 (0%)
D661Y NA NA NA 0 (0%) ND 0 (0%)
Y640F NA NA NA 0 (0%) ND 0 (0%)
LGLL-T y/6 (n) 0 0 0 0 0 16
STAT3 mutado NA NA NA NA NA 7 (44%)
D661Y NA NA NA NA NA ND
Y640F NA NA NA NA NA ND
DLPC-NK (n) 0 50 7 0 16 (8%) 16
STAT3 mutado NA 15 (30%) 3 (43%) NA 4 (33%) 6 (38%)
D661Y NA 7 (14%) 1(14%) NA ND ND
Y640F NA 4 (8%) 0 (0%) NA ND ND

Abreviaturas: LGLL: Leucemia de linfécitos grandes granulares; DLPC-NK: doencga linfoproliferativa crénica de células
NK; NA, ndo aplicavel; ND, ndo disponivel.
* Trés casos de outros tipos de LGLL

Apesar desta variabilidade, a prevaléncia das mutacdes D661Y e Y640F no STAT3 na populacdo
estudada foi muito inferior ao esperado. Se as células mutadas perfizerem uma pequena
percentagem das células totais da amostra, isso pode originar falsos negativos; no entanto, neste
estudo, esta causa ndo é provavel, pois a percentagem total de LGL nas duas amostras em que foi
detetada a mutacdo D661Y era de aproximadamente 9%, sendo inferior a este valor em apenas 7
das restantes amostras avaliadas, em que a pesquisa da mutacao foi negativa. De referir ainda que
no artigo publicado por Jerez e col., que serviu de base para definir o protocolo técnico usado para
a pesquisa das mutacbes D661Y e Y640F neste trabalho, € mencionado que a técnica usada (ARMS-
PCR) permite a detec¢do destas muta¢des mesmo quando a frequéncia das LGL é inferior a 10%. °
Ha pois que excluir motivos técnicos que possam ter resultado em falsos negativos. Em primeiro
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lugar, podem ter ocorrido erros na construgdao dos primers comercializados para a detegao das
mutacoes. Este aspeto é especialmente relevante para a mutacao Y640F, pois esta ndo teve
gualquer caso positivo. Mandam as boas praticas que quando se procede a validagdo de um teste
para utilizacdo na pratica clinica sejam testadas amostras controlo positivo e amostras controlo
negativo, ja que sem estas amostras é impossivel garantir que os primers funcionam corretamente.
A inexisténcia de controlos positivos comercializados, nomeadamente linhas celulares positivas
para cada uma das mutacdes avaliadas, foi um dos obstaculos com que nos deparamos. Um aspeto
positivo deste estudo é que se detetaram amostras que, como foram positivas para mutacao
D661Y, podem servir como controlo positivo desta muta¢do em futuros testes. Por outro lado, é
possivel que as condi¢des de amplificagdo utilizadas carecam de otimizacdo. Pode ndo ter sido
selecionada a ideal proporcao de cada primer, a correta concentracdo de cada reagente, ou a
temperatura ideal para cada etapa. Pode, portanto, ter havido erros em varias fases, que tenham
impossibilitado a detecdo das mutacSes D661Y e/ou Y640F do STAT3. Em face dos resultados
obtidos, a pesquisa destas mutac¢des ainda ndo foi implementada na rotina do laboratério e o

protocolo técnico esta a ser reformulado.

Em suma, as LGLL sdo doencas raras e heterogéneas, pelo que é dificil conseguir um nimero elevado
de doentes para caraterizar a doenca. No entanto, este estudo veio a confirmar as caracteristicas
clinicas mais prevalentes nas LGLL. Um aspeto positivo deste estudo foi a representacdo dos varios
grupos de LGLL, que permitiu caracterizar algumas peculiaridades de cada tipo, bem como levantar
algumas questdes. A nivel das mutagdes STAT3 nao obtivemos os resultados esperados, tendo sido
um aspeto penalizador a auséncia de comercializacdo de controlos positivos para estas mutacdes.
Desta forma, os resultados apresentados sdo preliminares e o protocolo técnico usado para a

pesquisa das mutac¢des D661Y e/ou Y640F do STAT3 estd ainda em fase de otimizag3o.
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Material suplementar

Tabela suplementar 1. Reagentes utilizados para amplificacdo dos primers da mutacao D661Y e Y640F. Volumes

representados para uma reagao com volume total de 50 pl.

Reagentes - primers D661Y

Reagente Volume (i) Concentracdo
Agua 32.75 -
10x buffer I 5 1x
10mM mistura dNTPS 1 0.2mM
25 mM MgCl 4 2mM
10 uM Primer FO 1 0.2 uM
10 uM Primer RO 1 0.2 uM
10 uM Primer FI 2 0.4 uM
10 uM Primer RI 2 0.4 uM
5 U/uL Amplitaq Gold ® 0.25 1.25U
ADN amostra 1* -

Reagentes - primers Y640F

Reagente Volume (pul) Concentragdo
Agua 35.75 -
10x buffer Gold 5 1x
10mM mistura dNTPS 1 0.2mM
25 mM MgCl g 2 mM
10 uM Primer FO 1 0.2 uM
10 uM Primer RO 1 0.2 uM
10 uM Primer Fl 1 0.2 uM
10 uM Primer RI 1 0.2 uM
5 U/uL Amplitaq Gold ® 0.25 1.25U
ADN amostra 1* -

*1 pl de amostra continha no minimo 5ng de ADN.
FO, forward outer; RO, reverse outer; Fl, forward inner; Rl, reverse inner.
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Tabela suplementar 2. Descri¢do do ciclo de PCR utilizado para amplificacdo de cada um dos primers.

Ciclo de PCR - primers D661Y

Etapa Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacdo inicial 95 10 minutos
Desnaturagao 95 15 segundos
35 ciclos Annealing 51 30 segundos
Extensdo 72 1 minutos
Extensdo Final 72 5 minutos
Hold 4 R
Ciclo de PCR - primers Y640F
Etapa Temperatura (°C) Tempo
Desnaturagao inicial 95 10 minutos
Desnaturagao 95 15 segundos
35 ciclos Annealing 56 30 segundos
Extensdo 72 1 minutos
Extensdo Final 72 5 minutos
Hold 4 -
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