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RESUMO

Moreira AH. Deteccédo de virus oncogénicos (EBV, HHV8 e SV40) em
linfomas humanos e correlagdo com dados clinicopatolégicos. Sao

Paulo; 2012. [Tese de Doutorado-Fundagao Antbnio Prudente].

Foram estudados 2693 casos de linfomas malignos de cinco instituicées do
estado de Sao Paulo, entre os anos 1954 a 2008. Dentre eles, 889 foram
linfomas de Hodgkin (LH, 33%) e 1804 n&o Hodgkin (LNH, 67%).
Objetivamos determinar a frequéncia de virus linfotropicos nos varios tipos
de linfomas, em relacdo aos dados clinicopatolégicos e aos periodos de
diagndstico. Os dados clinicos foram obtidos dos prontuarios dos pacientes.
A pesquisa dos virus de Epstein Barr (EBV), humano tipo 8 (HHV8) e simio-
40 (SV40) foi feita nos tecidos tumorais incluidos em parafina, através da
imunoistoquimica e hibridizacao in situ (HIS). Dentre os dados anteriormente
nao explorados em nosso meio, destacaremos o que consideramos mais
relevantes. O tipo esclerose nodular (ENOD) dos LH €& o mais prevalente
(68,2%), seguido da celularidade mista (CM; 21,8%). Houve um aumento da
frequéncia do tipo ENOD nos periodos estudados: 61,2% em P1 (1954-
1979), 69,2% em P2 (1980-1999) e 73,6% em P3 (2000-2008), porém sem
significancia. Apesar da alta frequéncia de relagdo dos LH com o EBV
(46,9% na ENOD e 82,9% na CM), esta é significativamente mais alta em P1
(86,8% em todos os tipos) que em P2 (56,2%) e P3 (46,2%). No tipo ENOD,
houve significativa reducdo da frequéncia de expressdo de EBV nos trés
periodos, o que ndo ocorreu com a CM. Esta reducéo de relagcdo com o EBV
nos trés periodos ocorreu na faixa etaria estudada infanto-juvenil (menores
de 15 anos) e de adultos (15-45 anos), mas nao na de adultos maduros
(com mais de 45 anos). A expressdao de EBV esteve associada com
sobrevida menos favoravel apenas nas faixas inferiores aos 45 anos. Os
LNH foram representados em sua maior parte pelos difusos de grandes
células B (LDGCB; 56,7%), seguido pelos linfomas foliculares (LF; 19%). Os



linfomas de células do manto, cuja frequéncia em nosso meio ainda nao
havia sido relatada em grande numero de casos, foi semelhante a dos
outros paises ocidentais, ao redor de 5%. O linfoma de Burkitt esteve
associado ao EBV em 58,3% dos casos, enquanto os LDGCB, 8,8%. Em
ambos ndao houve relagdo da expressao de EBV com sobrevida. A
frequéncia de expressao do HHV8 é minima, montando a 0,2% dos LNH e
nenhum dos casos de LH. Considerou-se que 1,7% dos casos de LH tiveram
positividade a HIS para SV40. Nossos dados permitem concluir que houve
mudanga no padrao histopatolégico e da relagdo do LH com o EBV nos
periodos estudados, caminhando no sentido de igualar-se ao dos paises
mais desenvolvidos. A importancia do EBV para os LNH e dos demais virus

para os linfomas malignos em geral é reduzida.



SUMMARY

Moreira AH. [Detection of oncogenic viruses (EBV, HHV8 and SV40) in
human lymphomas and correlation with clinical and pathological
features]. S&o Paulo; 2012. [Tese de Doutorado-Fundagdo Antdnio

Prudente].

We have studied 2693 cases of malignant lymphomas from five institutions in
the state of Sdo Paulo, Brazil, diagnosed from 1954 until 2008. Among them,
889 were Hodgkin lymphoma (HL, 33%) and 1804 non-Hodgkin lymphoma
(NHL, 67%). Our purpose was to determine the frequency of lymphotropic
viruses in the diverse types of lymphomas, correlating the findings with
clinical and pathological data and periods of diagnostic. Clinical data was
obtained from patients’ records. Investigation of Epstein Barr virus (EBV),
human herpes virus 8 (HHV8) and simian virus-40 (SV40) was done using
immunohistochemistry and in situ hybridization (HIS) techniques. The
nodular sclerosis type (NSHL) is the most prevalent among HL (68.2%),
followed by the mixed cellularity type (MCHL; 21.8%). There was an increase
in the frequency of NSHL type in the periods studied: 61.2% in P1 (1954-
1979), 69.2% in P2 (1980-1999) and 73.6% in P3 (2000-2008), though
without significance. Despite the high frequency of EBV in HL (46.9% in
NSHL and 82.9% in MCHL), it is significantly higher in P1 (86.8% considering
all subtypes) than in P2 (56.2%) and P3 (46.2%). In NSHL, there was a
significant reduction in the frequency of EBV expression in the 3 periods of
time, a fact that was not noticed in the MCHL type. This reduction of EBV
detection considering the 3 periods occurred in two age groups: children
(under 15 years old), and young adults (from 15 to 45 years old), but not in
older adults (over 45 years old). EBV expression was associated with
unfavorable survival only for patients under 45 years old. NHL were mainly
represented by diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL; 56.7%), followed by

follicular lymphoma (FL; 19%). The frequency of mantle cell lymphoma had



not yet been reported in a large number of cases in Brazil, and was similar to
other occidental countries, around 5%. Burkitt lymphoma was associated
with EBV in 568.3% of cases, whereas DLBCL showed this association in only
8.8%. In both cases, no association of EBV expression and survival was
found. The frequency of HHV8 is minor, present in 0.2% among the NHL and
none of the HL. We considered that 1.7% of the LH cases had positivity for
SV40. Our data allows us to consider that there was a change in the
histopathological pattern and in the association of EBV infection in HL in the
periods studied, with a tendency to equal the more developed countries. In
general, the importance of EBV for NHL and of the other viruses for

malignant lymphomas in general is reduced in our patients.
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ABVD

ABV

AD-J

AD-M

AIDS

ALK

Bcl2

Bcl6

BKV
BSA
CD

CEP
CHOP

CHOP-BLEO

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Esquema quimioterapico [Sigla do inglés] doxorrubicine
bleomycin, vinblastine, dacarbazine].

Esquema quimioterapico [Sigla do inglés] doxorrubicin,
bleomycin, vinblastine.

Intervalo de idade, adulto-jovem (15,1 a 45 anos)

Intervalo de idade, adulto-maduro (>45 anos)

Sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida

Produto da t(2;5); marcador tumoral de linfoma de Grandes
Células Anaplasicas e linfomas B, raros.

Proteina reguladora da apoptose ou morte celular
programada, e sua forma alterada (oncogene BCL2) aumenta
a producao da proteina bcl2 e sobrevida das células linfoides
e desregulam fungbes de c-myc, com aumento anormal
proliferativo das células B.

Em analise conjunta anti-CD10 e Bcl6 positivos e MUM1/IRF4
negativo, distinguem padrdes de diferenciac&o celular (centro
germinativo linfoma B); papel na desregulagao do ciclo celular
Poliomavirus, BK

Proteina albumina bovina

[Sigla do inglés] cluster of differentiation; nomenclatura
proposta para classificar a maioria dos anticorpos
monoclonais contra epitopos na superficie molecular dos
leucdcitos (moléculas de marcadores de superficie cellular =
receptores ou ligantes)

Comité de Etica em Pesquisa

Esquema quimioterapico (ciclofosfamida, doxorrubicina,
vincristina e prednisona)

Esquema quimioterapico CHOP com wuso adicional de

bleomicina



CHOP-R
CM
c-Myc

c-myc

COP
CTL
DL
EBERSs

EBNA 1-3

EBV
EC

EDTA

ENOD 1,2

EMA

ENOD
FDA

Esquema quimioterapico CHOP com uso de anti-CD20
Linfoma de Hodgkin classico, Celularidade Mista

Gene humano localizado na regidao 8924 (brago longo, do
cromossomo 8)

Proto-oncogene que codifica proteina nuclear que esta
envolvida no metabolismo de acidos nucléicos e na mediagao
da resposta celular e fatores de crescimento.

Esquema terapéutico (ciclofosfamida, oncovin ou vincristina e
prednisona)

Células T citotdxicas

Linfoma de Hodgkin classico, Deplegao Linfocitaria

Cadeias curtas de RNA néo codificante, relacionado ao papel
oncogénico de EBV

Antigeno nuclear do EBV com fungdes distintas e interativas,
entre as quais na manutengao e replicagdo do genoma viral
Epstein Barr Virus

Estadio clinico (Sistema Ann Arbor de classificagdo clinica
dos linfomas

Acido etilenodiaminotetracético ¢ uma substancia utilizada
como agente quelante criando complexos com metais
pesados

Linfoma de Hodgkin classico, Esclerose Nodular (grau
histologico 1 ou 2)

Antigeno epitelial de membrana, marcador tumoral frequente
em Linfoma de Grandes Células Anaplasicas T/Null

Linfoma de Hodgkin classico, Esclerose Nodular

[Sigla do inglés] Food and Drug Aministration. Orgdo do
governo americano responsavel pela regulamentagdo de
alimentos, suplementos alimentares e de medicamentos,
cosméticos, dispositivos meédicos, produtos biolégicos e

derivados do sangue.



FFS

FISH
FLIPI

GBTL

HCACC/FAP

HCB/PIO Xl

HCFMUSP

HCMV

[Sigla do inglés] failure free survival ou teste estatistico que
avalia a sobrevida livre de falha

Hibridizag&o in situ, por fluorescéncia

Indice de prognéstico internacional para linfoma ndo Hodgkin
Folicular

Protocolo terapéutico elaborado por grupo Brasileiro para
tratamento de linfoma ndo Hodgkin na infancia

Hospital AC Camargo, Fundagao Antonio Prudente

Hospital do Cancer de Barretos, Fundagao Pio XIlI

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo

Herpesvirus tipo 5 ou Citomegalovirus humano

HCUNICAMP Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Unicamp

HCV
HHV1a8
HIS
HISCMSP

HIV
HTLV1

INF
IPI
IPS
IR-AR
IR-BR
JCV

Virus da Hepatite C

Herpesvirus humano tipo 1 a 8 (4=EBV; 8=HHV8)
Hibridizagao in situ

Hospital da Irmandade Santa Casa de Misericérida de Séao
Paulo

Virus da imunodeficiéncia humana

Virus T-linfotrépicos humanos tipo |

Interleucina, tipos de proteinas produzidas principalmente por
células T; macrofagos e células teciduais; a maioria envolvida
na ativagao dos linfécitos e na indugdo da divisdo de outras
células; cada interleucina atua sobre um grupo limitado e
especifico de células/receptores.

Intervalo de idade, infanto-juvenil (0-15 anos)

indice de prognéstico internacional para linfomas ndo Hodgkin
indice de prognéstico internacional para linfoma de Hodgkin
Intermediario risco a intermediario alto risco. Critério de IPI.
Intermediario risco a intermediario baixo risco. Critério de IPI.

Poliomavirus, JC



Ki-67/Mib1  Marcador de atividade proliferativa, e utilizado para correlagcéao
de prognaostico

LANA ou LNA-1 [sigla do inglés] latency-associated nuclear antigen, uma
proteina codificada pela sequéncia viral ORF73, expresso por
células da linhagem BCBL1 infectados por HHVS; proteina

viral mais expressa em infecgdes latentes

LDGCB Linfoma ndo Hodgkin, Difuso de Grandes Células B

LH Linfoma de Hodgkin

LHc Linfoma de Hodgkin classico

LMB-89 Protocolo estabelecido pela Sociedade Francesa de

Oncologia Pediatrica/SJCRH, para tratamento de linfomas

LMP-1 Proteina latente de membrana, tipo 1 do EBV
LNH Linfoma ndo Hodgkin
MOPP Esquema quimioterapico [Sigla do inglés] mechlorethamine,

vincristine, procarbazine, prednisone.

MPC Morto por outra causa

MPD Morto pela doenca

NaN3 Azida sodica

N-CL Linfoma de Hodgkin ou Ndo-Hodgkin n&o classificaveis

NF-kB Fator nuclear kappa B €& um complex proteico que

desempenha fungdo de fator transcricional, envolvido em
resposta celular a estimulos como de antigenos virais,
citocinas entre outras. Papel importante na resposta
imunitaria a infecgao.

N-NE-CO Regides geograficas brasileiras, Norte, Nordeste e Centro-
Oeste

OMS/WHO (2008) [sigla do inglés] World Organization Classification of
Tumors, Hematopoietic and lymphoid tissues;Organizagéo
Mundial da Saude que estabelece critérios de classificacédo
dos linfomas (desde 1995) por membros da Sociedade de

Hematopatologia e da  Associacdo Européia de



ORF
ORI
P1-P3

p53

PBS

PCR
PCR-RT
PEL
PLM
PLN
pRb

PT
QT
RL
RT
SD
SDE
SES
SGD
SK
SLD
SNC

Hematopatologistas, segundo bases de dados morfolégicos,
imunofenotipicos, genéticos e de informagdes clinicas.

[sigla do inglés] open reading frame; sequéncia do genoma
Origem de replicagéo, sequéncia de nucleotideos

Intervalo de periodo de diagndstico (1954-1979; 1980-1999 e
2000-2008)

Produto do gene supressor de tumor, de mesmo nome.
Importante marcador tumoral e de correlagéo prognéstica
[sigla do inglés] phosphate buffered saline, solugdo tampao
salina que contem cloreto de sodio, fostato de sdodio e
variagdes de formulacdes, cloreto de potassio e fostato de
potassio. Mantém pH constante (isotonico) e diluente
biomolecular.

Reacao da polimerase em cadeia

Reacao da polimerase em cadeia em tempo real

Linfoma ndo Hodgkin de Efus&o primaria, cavidades serosas
Linfoma ndo Hodgkin, Plasmablastico

Linfoma de Hodgkin, Predominio linfocitico nodular

Proteina supressora de tumoral, produto génico que leva o
mesmo nome (retinoblastoma). Utilizado como marcador
tumoral e de significado prognéstico.

Intervalo de periodo de diagndstico (1954-2008)
Quimioterapia

Linfoma de Hodgkin classico, Rico em Linfécitos

Radioterapia

Sem dados

Sobrevida doencga especifica

Status socioeconémico

Sobrevida global de doencga

Sarcoma de Kaposi

Sobrevida Livre de doencga

Sistema Nervoso Central



SOE

S-SE
SVv40
T/NK

T1.1

Tag/TAg

Tdt

TMA
TNF

TRADD

TRAFs
VCD
VP1-3

VSD

Linfoma/Tipo, sem outra especificacao

Regides geograficas brasileiras, Sul e Sudeste

Poliomavirus, Simio virus 40

Linfoma n&o Hodgkin, origem de linfécitos T/ do inglés
[Natural Killer; pertence ao sistema imune inato com atividade
citotdxica antiviral]

RNA mensageiro viral/HHV8 que se acumula no nucleo das
células infectadas com um grande numero de cépias
Antigenos T pequeno e T grande, codificado por genes virais
de regiao precoce, transcritos antes da replicagdo do DNA e
expressos logo apds a infeccdo das células hospedeiras.
Papel na transcri¢ao, replicagdo do genoma viral, sinalizagao
celular e progressao do ciclo célula da célula hospedeira
(TAg); menos claro (Tag).

[Sigla do inglés] deoxinucleotidil transferase terminal,
presente em células B-1 (subtipo de células B, secretoras de
imunoglobulinas) com limitagdo de receptores (BCR) devido a
falta dessa enzima (auto-reativas). Essas células e linfécitos T
apresentam CD5, e presentes em linfomas Manto e LLC.
[Sigla do inglés] Tissue Microarray

Fator de necrose tumoral, refere-se a um grupo de citocinas
envolvida em inflamagao e morte celular

Os receptores TNF estdo associados a pro-caspases através
das proteinas TRADD que clivam outras pro-caspases e
desencadeiam cascatas de sinais apoptaticos.

Receptores de sinais intracelulares

Vivo com doencga

Proteinas estruturais de capsideo viral VP1-2-3 (codificados
por genes da regido tardia), que se reunem com o DNA viral
replicado para formar virions.

Vivo sem doenca
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APENDICES
Apéndice 1 Painéis imunoistoquimicos aplicaveis em tecidos
parafinados para o diagndstico de linfomas malignos.
Apéndice 2 Critérios clinicos bem estabelecidos na literatura:
suporte de estudo para descri¢des de siglas e conceitos
de critérios clinicos. Estadiamento e tratamento

terapéutico (linfomas ndo Hodgkin e de Hodgkin).



1  INTRODUCAO

Os linfomas correspondem a um grupo heterogéneo de neoplasias
derivadas de células linféides B e T/NK que, juntamente com as demais
neoplasias hematoldgicas perfazem cerca de 10% dos tumores malignos. A
descrigao de um tumor de linfonodos foi feita pela primeira vez pelo cirurgiao
inglés Thomas Hodgkin em 1832. Este tumor recebeu posteriormente o
nome de Doenga de Hodgkin. Poucos anos depois, em 1845, Virchow
descreveu a leucemia e, em 1864, descreveu o processo que denominou
“leucemia aleucémica” e que mais tarde viria a ser chamado de linfoma nao
Hodgkin.

O termo linfossarcoma foi cunhado para descrever neoplasias
linféides em 1892 por Dreschfeld e em 1893 por Kundrat. Ainda na
passagem do século XIX para o XX, Sternberg, em 1898 e Dorothy Reed,
em 1902, descreveram os detalhes histologicos da doenca de Hodgkin, em
particular as células que viriam a receber seus nomes, as células de Reed-
Sternberg.

Durante o século XX, varias entidades patolégicas foram sendo
descritas, como o linfoma folicular (por Brill, em 1926 e Symmers, em 1927),
o reticulossarcoma (por Roulet, em 1930), o linfoma africano endémico por
(por Burkitt 1958), o linfoma linfoblastico (por Barcos e Lukes 1973), o
linfoma/leucemia de células T do adulto (por Uchiyama, em 1977), o

conceito de linfoma do tecido linféide associado as mucosas (por Isaacson e



Wright 1978), além de outras doencgas. Neste século, surgiu em 1956 a
classificagdo de Rappaport, de cunho puramente morfolégico, que foi
amplamente aplicada na clinica durante varias décadas. As citagoes
da literatura s&o descritas por AISENBERG (2000) e JAFFE et al. (2008).

Foi apenas em 1973 que o grupo de Karl Lennert, em Kiel, Alemanha,
descreveu as funcdes do foliculo linféide e associou sua classificacdo ao
desenvolvimento ontogenético dessa estrutura. Nesta classificagdo ja eram
introduzidos conceitos imunoloégicos na denominagéo dos linfomas. A partir
dos anos 1980 e 1990 pesquisas moleculares acrescentaram
conhecimentos que viriam a culminar com o surgimento da nomenclatura
REAL em 1994, que foi adotada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
em 2001 e atualizada em 2008 (HARRIS et al. 1994; JAFFE et al. 2008;
ZERBINI et al. 2011).

Um histérico dos linfomas pode ser encontrado nas excelentes
revisbes de AISENBERG (2000) e JAFFE et al. (2008). Atualmente, as
neoplasias linféides dividem-se em linfomas de Hodgkin (LH), quase que
exclusivamente derivados de células B e ndo-Hodgkin (LNH), derivados de
células B ou T/NK. Segundo a nova nomenclatura da OMS cerca de 100
tipos s&o descritas, baseando-se em dados clinicos, morfoldgicos,
imunofenotipicos e moleculares (CAMPO et al. 2011).

Do ponto de vista patogenético, os linfomas correspondem a
proliferacdes clonais de células B e T/NK, cada qual correspondente a uma
das etapas da ontogénese destas células, desde a sua origem na medula

Ossea, até os 6rgéaos linféides secundarios. A maior parte deles é originada



em centros germinativos, com diferentes mecanismos oncogenéticos, como
a translocacgao t(14;18) nos linfomas foliculares, t(11;14) nos linfomas de
células do manto, t(8;14/22/2) nos linfomas de Burkitt e t(2;5) nos linfomas
de grandes células anaplasicas, para citar apenas as alteragdes mais
frequentes (KLUIN e SCHUURING 2011). Embora seja reconhecido o fato
de que essas anomalias moleculares promovam alteracbées no ciclo de
proliferacdo celular e apoptose, o determinante dessas alteragcdes é
conhecido apenas parcialmente, como é o caso dos virus linfotropicos sobre
0os quais discorreremos mais extensamente adiante. Constituem fatores
relacionados a etiopatogenia dos linfomas malignos a predisposi¢cao
genética, a exposicao a radiagdo e os quimioterapicos, a imunodesregulagao
congénita ou adquirida.

O reconhecimento dos mecanismos moleculares e consequente
compreensao da biologia dos linfomas tém implicagdes na pratica clinica,
podendo levar a descoberta de marcadores especificos para o
aprimoramento do diagndstico e da avaliagdo de doenga residual minima, de
possiveis alvos terapéuticos e de grupos moleculares de progndésticos
diferentes (NOGAI et al. 2011). Esses estudos tém levado a separacao de
entidades patoldgicas, anteriormente consideradas unicas ou a fusdo de
outras consideradas diversas. Isto deve contribuir, no futuro, para a
terapéutica a mais especifica possivel, base da Medicina Personalizada.

O Patologista, como profissional que determina a nomenclatura das
neoplasias para uso do Oncologista, tradicionalmente baseava a

terminologia dos linfomas apenas por meio da morfologia. Na moderna



nomenclatura das neoplasias hematoldgicas, a morfologia € apenas mais
uma das ferramentas, embora fundamental, aplicavel na pratica diagnéstica.
Por levar em consideracdo os aspectos clinicos, morfolégicos,
imunofenotipicos e moleculares, para se chegar a uma definigdo de
entidade, ndo ha preponderancia de nenhuma dessas abordagens sobre as
demais (HARRIS et al. 1994). Ora, desses métodos, 0 mais raramente
encontrado nos centros de diagndstico de neoplasias € o método molecular.

Muitos laboratérios de Patologia que trabalham em intimo contato
com os Oncoematologistas e dispdem de imunoistoquimica podem avangar
no diagnostico da maior parte dos casos de linfomas, ficando menos de 10%
deles na dependéncia de métodos disponiveis em centros mais equipados
(hibridizag&o in situ fluorescente, FISH; reacdo em cadeia da polimerase,
PCR, e outros). Desta forma, as ultimas décadas tém testemunhado o
avanco de marcadores fidedignos aplicaveis a tecidos rotineiramente
processados (fixados em formalina e incluidos em parafina) para estudos
imunoistoquimicos (GARCIA e SWERDLOW 2009). No Apéndice 1 podem
ser vistos os painéis uteis na classificagcdo dos linfomas malignos,
preconizados na literatura e utilizados no presente estudo. No Quadro 1 os

principais tipos de linfomas sdo enumerados.



Quadro 1 - Classificacdo das neoplasias linfoides, de acordo com a
Organizagao Mundial da Saude

LINFOMA DE HODGKIN
Predominancia linfocitaria nodular

Classico
Esclerose nodular
Celularidade Mista
Rico em linfécitos
Deplecao linfocitaria
NEOPLASIAS DE CELULAS LINFOIDES B
CELULAS PRECURSORAS/ IMATURAS
Linfoma/ leucemia linfoblastica
CELULAS PERIFERICAS/ MADURAS
Linfoma linfocitico/ leucemia linféide crénica
Linfoma linfoplasmocitico
Linfoma da zona marginal nodal
Linfoma da zona marginal extranodal
Linfoma da zona marginal esplénica
Tricoleucemia
Linfoma folicular
Linfoma de células do manto
Linfoma difuso de grandes células B
Linfoma de grandes células B mediastinal
Linfoma de Burkitt
CELULAS PRECURSORAS/ IMATURAS
Linfoma/ leucemia linfoblastica
CELULAS PERIFERICAS/ MADURAS
Linfoma T periférico, sem outra especificagéo
Linfoma T angioimunoblastico
Linfoma T/NK nasal e tipo nasal
Linfoma de grandes células anaplasicas CD30+

Fonte: Adaptado de CAMPO et al. (2011)

1.1 ONTOGENESE DOS LINFOMAS MALIGNOS

A maior parte dos linfomas tem origem nos centros germinativos dos
foliculos linfoides: os linfomas foliculares, maior parte dos linfomas difusos

de grandes células B e os linfomas de Hodgkin (KLEIN e DALLA-FAVERA



2008). Estes trés grupos perfazem cerca de % de todos os linfomas
malignos. Outro tipo, menos frequente, corresponde ao linfoma de Burkitt.

Na Figura 1, podemos observar a histogénese da maior parte das
neoplasias linféides B, bem como as respectivas alteracbes moleculares: 1)
neoplasias de células B precursoras (linfoma linfoblastico/ leucemia linféide
aguda B): originadas geralmente na medula 6ssea, de células imaturas, que
expressam TdT (deoxinucleotidil transferase terminal); 2) neoplasias de
células B maduras virgens: leucemias linféides crénicas ndo mutadas (40-
50%, sendo o restante de células que passaram pelo centro germinativo, ou
mutadas);3) neoplasia da zona do manto: os linfomas de células do manto
tém origem suspeitada em uma célula B virgem (pré-centro germinativo)
dessa regiao folicular; 4) neoplasias da zona marginal: enquanto os linfomas
da zona marginal nodal e os primarios das mucosas sao correspondentes a
células da zona marginal pds-centros germinativos, os linfomas da zona
marginal esplénica apresentam esse perfil genético em apenas metade dos
casos.

Das neoplasias dos centros germinativos, mecanismos oncogénicos
diversos correspondem as entidades clinicopatolégicas distintas. O LH com
predominancia linfocitaria nodular apresenta todas as caracteristicas da fase
de maturagdo do centroblasto (expressdo de CD20 e Bcl6). Tanto os
linfomas foliculares, quanto os LH classicos correspondem a células
an6malas dos centros germinativos que foram resgatadas da apoptose, com
diferencas: os linfomas foliculares mostram a caracteristica translocagao

t(14;18), expressao de CD20 e de Bcl6, sendo negativos para MUM1



(marcador de células B pds-centros germinativos ativadas e plasmacitos).
Nesses linfomas, o resgate da apoptose € dado pela hiperexpressao da
proteina Bcl2.

Os LH classicos ndo apresentam essa translocagéo, geralmente sao
negativos para CD20 e Bcl6 e expressam MUM1 e o marcador de ativagao
CD30. Neste caso, o resgate da apoptose € dado pela hiperexpressédo de
NF-kB, quer pela sua indugao por meio da proteina latente de membrana do
virus de Epstein-Barr, quer pelo defeito do gene inibidor dessa proteina
antiapoptética (iINF-kB). Mesmo no caso dos LH classicos com expressao de
Bcl2 (cerca de 65% dos casos, VASSALLO et al. 2003), esta ndo se deve ao

mesmo mecanismo da sua acumulagao nos linfomas foliculares.
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Fonte: Adaptado de KLEIN e DALLA-FAVERA (2008)
Figura 1 - Ontogénese das células linféides B e correspondéncia com os

linfomas malignos B e seus mecanismos moleculares.



Enquanto boa parte dos linfomas B tem sua ontogénese relativamente
mais bem conhecida, a biologia dos linfomas de células T esta sendo
desvendada mais recentemente, porém muitas lacunas ainda restam. Isto
reflete a complexidade da imunidade celular T/NK (GEISSINGER et al. 2006;
DE LEVAL e GAULARD 2011).

Resumidamente, células T/NK do sistema inato, que apresentam as
cadeias y/d dos receptores de células T e perfazem menos de 5% das
células T do sangue periférico, dao origem aos linfomas T/NK extranodais do
tipo nasal e aos linfomas hepatoesplénico e cutaneo y/6. Os demais linfomas
originam-se de subpopulagdes de células T do sistema imune adaptativo, as
quais apresentam as cadeias a/a dos receptores de células T. Destes, a
maior parte se origina de células T CD4+ moldadas por antigeno: linfomas T
periféricos sem outra especificagcdo (SOE), linfoma de grandes células
anaplasicas e micose fungdide. O linfoma T angioimunoblastico apresenta a
particularidade de expressar marcadores de centros germinativos (CD10 e
Bcl6), supondo-se que se origine de linfocitos T CD4+ foliculares. Alguns
linfomas, como o T enteropatico, o subcutaneo tipo paniculite e outros raros
originam-se de células T CD8+ (Figura 2). Em decorréncia, marcadores
imunoistoquimicos podem ser de grande auxilio na caracterizagao de tipos
especiais de linfomas de células T/NK (Apéndice 1).

Quanto as alteragbes citogenéticas, a mais frequente é a t(2;5)
presente em 75% dos casos de linfoma de grandes células anaplasicas
CD30+ e ALK+. Outros 10-20% destes casos apresentam a translocacao

t(1;2). Outros tipos de linfomas T apresentam alteracbes genéticas, porém



devido a baixa frequéncia destes tumores e a variabilidade de anomalias,

nao serao referidas nesta revisdo (DE LEVAL e GAULARD 2011).
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[Abreviaturas: NK: natural killer; SOE: sem outra especificagdo; HTLV1: human T cell
lymphoma/leukemia virus 1; TFH: linfécito T-helper folicular; Treg: linfocito T regulatério]
Fonte: Adaptado de DE LEVAL e GAULARD (2011).

Figura 2 - Visdo esquematica das populacgdes linféides T/NK e suas
provaveis neoplasias correspondentes. Sdo enumerados aqui os principais

tipos de linfomas T/NK periféricos.
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1.2 EPIDEMIOLOGIA DOS LINFOMAS

As neoplasias hematopoéticas perfazem cerca de 8% das neoplasias
malignas e respondem por cerca de 7% das mortes por cancer nos Estados
Unidos e Europa. Das neoplasias hematoldgicas, as leucemias de todos os
tipos e os linfomas ndo Hodgkin perfazem cerca de 35% cada e os linfomas
de Hodgkin e neoplasias de plasmdécitos/ mieloma multiplo 15% cada
(RODRIGUEZ-ABREU et al. 2007; ROMAN e SMITH 2011).

Dentre os linfomas ndo Hodgkin, 80-90% s&o de imunofendtipo B e o
restante T/NK. Sua incidéncia é maior no sexo masculino e pode haver
consideravel variagdo entre as regides geograficas. Por exemplo, ha taxas
mais reduzidas de linfomas malignos em paises asiaticos. Em particular, no
Japao ha incidéncia 4-5 vezes menor de leucemia linféide crénica B que no
ocidente e os linfomas de Hodgkin sao raros, enquanto linfomas de células T
sao mais frequentes, dada a endemia de infeccdo pelo Virus humano
linfotrépico T tipo 1 (HTLV1). Neste pais, um estudo refere 50% de linfomas
ndo Hodgkin B, 42% de linfomas T e 4% de linfomas de Hodgkin (OHSHIMA
et al. 2002).

A faixa etaria também ¢é importante na distribuicdo das neoplasias
hematoldgicas. A faixa etaria pediatrica e juvenil tém mais frequentemente
neoplasias de células linféides precursoras (principalmente B) e menos
frequentemente linfomas de Hodgkin. Estes atingem pico de incidéncia entre
a 2-3? décadas (VASSALLO et al. 2005). Adultos mais velhos apresentam

mais frequentemente linfomas B agressivos ou indolentes. Nos Estados
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Unidos, as neoplasias linféides correspondem a 44 casos/100000 hab/ano,
sendo que as B maduras perfazem cerca de 30 casos/100000 hab/ano
(principalmente linfoma difuso de grandes células B, leucemia linféide
cronica, mieloma e linfoma folicular). As neoplasias linféides T/NK perfazem
cerca de 2,5 casos/100000 hab/ano, as de células precursoras (B e T) 2,0
casos/100000 hab/ano e os linfomas de Hodgkin 3,3 casos/100000 hab/ano
(MORTON et al. 2006).

No Brasil, de acordo com a média das taxas brutas encontradas nos
Registros de Cancer de Base Populacional (RCBP), estima-se que o numero
de casos novos (incidéncia) de Linfomas de Hodgkin em 2009 foi de 2870
novos casos, sendo 1.600 para o sexo masculino e 1.270 para o0 sexo
feminino (Ministério da Saude 2008). E, para linfoma ndo Hodgkin estima-se
que em 2012 ocorra 5190 <casos novos para homens (5
casos/100000hab/ano) e 4.450 casos novos em mulheres (4 casos/100000
hab/ano), (Ministério da Saude 2011). Esses dados comparados aos dos
Estados Unidos sugerem subnotificacédo desses casos no Brasil.

Na Europa, os dados sao semelhantes (SANT et al. 2010).
Interessante notar que, além da menor incidéncia no sexo feminino, nos
Estados Unidos os individuos de origem asiatica e nativos americanos tém
incidéncia mais baixa dessas neoplasias, com excecdo dos linfomas de
células T. Os linfomas B correspondem a menos da metade da incidéncia de
brancos/negros e os linfomas de Hodgkin a seis vezes menos que dos

brancos/negros (MORTON et al. 2006).
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Do ponto de vista etiolégico, varios fatores foram aventados para
aumento do risco de linfomas: autoimunidade e outras imunodesregulag¢des
congénitas ou adquiridas, infec¢gdes (HIV, EBV, HHV8, H. pylori etc),
radiacdo, medicamentos (quimioterapicos), pesticidas e outros produtos
agricolas, habitos de vida, poluentes e predisposicdo genética
(RODRIGUEZ-ABREU et al. 2007; MORTON et al. 2008). Para aumento do
risco de leucemias, incluem-se a esses fatores alteragbes genéticas, como
portadores de sindrome de Down e Kleinefelter (RODRIGUEZ-ABREU et al.
2007). Destes, os virus tém mostrado importantes relagdes com os linfomas,

motivando o presente estudo.

1.3 VIRUS

Os virus como agentes envolvidos na patogénese de linfomas tém
relagdo espécie-especifica e, dentro da espécie humana, variacdo nos
diversos grupos de acordo com faixa etaria, distribuicdo geografica e fatores
individuais, como o estado imune (BALMAIN et al. 2003). O papel dos virus
nas neoplasias humanas € apoiado por evidéncias derivadas da observacao
das alteragbes fenotipicas em células infectadas experimentalmente ou por
transfecgdo de genes virais em diferentes modelos de estudos in vitro e in
vivo (BOCCARDO e VILLA 2004). Estudos sobre o papel dos virus na
oncogénese podem levar ao desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas, tendo-os como alvos (GHOSH et al. 2012).



13

Dados da epidemiologia molecular apoiam conceitos sobre
mecanismos importantes na distribuicido das doencas, bem como sobre
fatores etiolégicos (PRESTON 2003). No mundo ocidental, os linfomas de
células B correspondem a 85-90% de todos os Linfomas Nao-Hodgkin
(LNH). A sua patogénese, distribuicdo geografica e populacional, tem sido
relacionada a oncovirus (RIZVI et al. 2006) e o estado imune do paciente
(HAMILTON-DUTOIT et al. 1991; HJIALGRIM et al. 2003; SHAH et al. 2003;
ABOULAFIA et al. 2004).

Esses virus apresentam relagdo com a transformacéao celular, agindo
essencialmente nos mecanismos de controle da apoptose e da diviséo
celular. Basicamente, os virus oncogénicos induzem a maior proliferagao e a
resisténcia da célula transformada a apoptose. Estes efeitos resultam na
maior possibilidade de exposicao da célula “imortalizada” a novas alteragoes
do genoma que levam a proliferagao celular irresponsiva aos mecanismos
regulatorios, angiogénese sustentada e metastatizacdo (D'SOUZA et al.
2004; VOCKERODT et al. 2008).

Proteinas e genes virais podem ser abundantemente expressos em
linfomas com infecgcdo latente, promovendo interagcdo com proteinas
intracelulares inibindo mecanismos de apoptose (IFN-a e y), citocinas (IL-10)
formando complexos com NFk-B e modulando atividades de sinalizagao do
sistema imune com persisténcia viral (IWAKIRI e TAKADA 2010; SAHA e
ROBERTSON 2011).

Nesse contexto, como exemplo, alguns virus podem integrar o

genoma nas proximidades de proto-oncogenes, alterando a sua expressao
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e/ou atividade (ativacao insercional). Os DNA-virus pequenos, dependentes
da maquinaria celular do hospedeiro, estimulam as células quiescentes e/ou
diferenciadas a programar os mecanismos de replicagdo (BOCCARDO e
VILLA 2004). As vias de entrada no hospedeiro sdo descritas segundo a
razao ligante/receptor de membrana, sem danos ao alvo, propiciando sua
fusdo. Supde-se que os herpesvirus se liguem a varios receptores da célula-
alvo, e um pode ser suficiente para a sua internalizagéao celular (SPEAR e
LONGNECKER 2003).

LIAO (2006) reporta em estudo revisional sobre grupos de virus de
DNA ou RNA, e os mais relacionados ao cancer em seres humanos sdo: o
Epstein-Barr virus (EBV), o Papiloma Virus Humano (HPV), Herpesvirus
Humano-8 (HHV-8); Virus Humano Linfotrépico T tipo um (HTLV-1). Com
excegdo do HPV, os demais tém grande importancia no estudo da
patogénese dos linfomas malignos.

Outros virus que tém se mostrado relacionados a patogénese de
linfomas, embora de modo mais inconsistente, sdo o virus da hepatite C
(HCV) (JARRETT 2006; ENGELS 2007) e o virus simio-40 (SV40),
(JARRETT 2006). Proteinas e genes virais tém sido relacionados a
patogénese da doenga, como: os antigenos nucleares do EBV (EBNA e LP),
proteinas de membranas (LMP), além de pequenos RNAs (EBERS)
(JARRETT 2006): o antigeno nuclear associado a laténcia (LANA) do HHV8
e o antigeno T grande (TAg) em poliomavirus (SV40, BKV e JCV) (PAGANO

et al. 2004).
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A frequente associagdo com Ilinfomas B em pacientes
imunodeficientes, desordens linfoproliferativas diferem na expressao das
proteinas latentes virais, levando a imortalizagdo e transformagao maligna
de forma coordenada aos mecanismos da célula hospedeira. Recentes
estudos enumeram mecanismos moleculares para intervengao terapéutica
ao EBV em linfomas (SAHA e ROBERTSON 2011).

Na deteccao de virus em neoplasias, dois métodos mostram-se
adequados para permitir o estudo retrospectivo em grande quantidade de
tecidos fixados e parafinados. Um deles é a imunoistoquimica e outro a
hibridizacdo in situ. Embora em muitos casos a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) seja possivel a partir de material parafinado arquivado, o
rendimento pode ser baixo a depender da qualidade de fixacdo e
preservagao do DNA (VASSALLO et al. 2002).

Para o estudo imunoistoquimico, dispomos do anticorpo anti-LMP1
(proteina latente de membrana) do EBV, do anticorpo anti-LANA-1 (latency-
associated nuclear antigen, uma proteina codificada pela sequéncia viral
ORF73, expresso por células da linhagem BCBL1) do HHV-8 e um anticorpo
para a proteina Tag do SV40.

O LANA-1 é o antigeno protéico mais expresso em infec¢des latentes,
codificado pela regiao de abertura ORF73 (do inglés, open reading frame 73)
do genoma de HHV8. Tem capacidade de interagir com proteinas
regulatérias do ciclo celular (pRb) e habilidade de mimetizar a fungédo de

p53. Foi descrito em infeccdo latente com multiplas coépias extra-
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cromossdmicas (epissomos), e replicagdo e manutencdo do genoma viral na
célula hospedeira (BALLESTAS e KAYE 2011).

A hibridizacao in situ € um método eficiente para detectar material
genético viral. Para o EBV dispomos de uma sonda de oligonucleotideos
sintética, EBER, dirigida contra os pequenos RNA que existem em grande
nimero no nucleo das células latentemente infectadas (10" copias). Para o
HHVS8, existe disponivel comercialmente um coquetel de sondas dirigidas
para a marcagao do RNA mensageiro viral T1.1 que se acumula no nucleo
das células infectadas com um grande numero de copias (ZHONG et al.
1996; TUMWINE et al. 2010).

Dados demonstram que a relacdo do virus da hepatite C (HCV)
apresentam um risco relativo 2 a 14 vezes maior de LNH de células B em
pacientes portadores desse virus (EKSTROM-SMEDBY 2006). Em estudo
nacional, essa associagao também é descrita por CHINDAMO et al. (2002).
Ademais, o virus B da hepatite (HBV) e a coinfecgédo de HIV e HCV tém sido
relacionados como fator de risco para o desenvolvimento de LNH. Os
mecanismos pelos quais isto ocorre ainda ndo séo claros (ALTER 2006;
JEONG 2010). A coinfecggdgo com HIV, EBV e HHV8 pode servir de
potencializagdo na patogénese de malignidades humanas (RICHIARDI et al.
2010; DA SILVA SR 2011; TAYLOR e BLACKBOURN 2011).

A infeccdo de HIV em linfoma é reconhecida, sobrepondo-se pelo
aspecto epidemioldgico aos virus da hepatite e, como exposto, presente em
coinfecgao a outros virus linfotrépicos incluidos nessa pesquisa. Atualmente

€ intensificada a compreensao sobre a escolha de regimes quimioterapicos
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e uso combinado aos antiretrovirais em pacientes com linfomas. Esses
estudos possibilitam estratificar fatores de risco e correlacionar a reducao de
prevaléncia viral com estudos populacionais (ULRICKSON et al. 2012). A
presenca da infeccdo de HIV em pacientes com linfomas ou coinfectados
aos virus EBV, HHV8 ou SV40 foram incluidos no estudo, a partir de

informacdes contidas nos arquivos médicos.

1.3.1 Herpesvirus Humanos

O virus de Epstein-Barr (EBV), ou Herpesvirus Humano-4 (HHV-4), e
o HHV-8 pertencem a familia Herpesviridae, que € subclassificada em alfa,
beta e gama, de acordo com seus hospedeiros, alteragdes citologicas que
provocam e estrutura molecular. Essa classificagdo foi proposta por um
comité internacional de taxonomia viral, utilizando-se critérios moleculares e
de propriedades biologicas (EDELMAN 2005).

O herpesvirus tipico consiste de quatro componentes: 1) um envelope
com projegdes na superficie; 2) um tegumento entre o envelope e o
nucleocapsideo, consistindo de material amorfo; 3) um nucleocapsideo
icosaédrico com 100 nm de didmetro com 162 capsdmeros e um “nucleo”
(core) que consiste de material fibrilar onde o DNA se ancora; 4) o genoma
que consiste de uma molécula de DNA de dupla fita, com 120 a 230 kbp
(quilobases em pares) (LEVINE e ABLASH 1999).

Os herpesvirus alfa é de interesse para o estudo das doencas
humanas. Inclue-se os herpes simples 1 e 2 (HHV-1 e HHV-2) e o virus da

varicela-zoster (HHV-3). Membros deste grupo geralmente tém ciclo
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reprodutivo curto, disseminagao rapida em culturas de células, eficiéncia na
destruicdo de células em curto periodo de tempo e sdo capazes de
estabelecer laténcia em ganglios sensoriais.

O herpesvirus beta distingue-se morfologicamente dos demais por
possuir tegumento pronunciado. Inclue-se o HHV-5 (citomegalovirus), o
HHV-6, e o HHV-7. Os tipos HHV-6 e 7 infectam linfécitos T (principalmente
CD4+), bem como monécitos e macrofagos. Acredita-se que estejam
disseminados na populacao (>85% de individuos infectados), causando mais
comumente roséola ou exantema subito. O tipo 7 foi também associado a
doencas febris da infancia (LEVINE e ABLASH 1999).

QUADRELLI et al. (2011) em estudo revisional, mencionam que EBV
e o0 HHV8 pertencentes a familia de y-herpesvius sdo reconhecidos em
associacao a linfomas de células B e desordens linfoproliferativas atipicas,
como em infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). O HHV6
(B-herpesvirus) ndo tem sido implicado a linfomas malignos, mas a doencgas
linfoproliferativas (Rosai Dorfman). O citomegalovirus (HCMV) da mesma
familia ndo tem sido relacionado a cancer mas a linfocitose (CD4+).

NICHOLAS (2000) demonstra em estudo revisional a possivel relagao
da diversidade biolégica e propriedade patogénica/oncogénica das

subfamilias de herpesvirus como dependente da adaptagao e evolugao viral.

o Epstein Barr Virus (EBV)
O EBV é um herpesvirus que possui um capsideo icosaédrico,

contendo um genoma de DNA de dupla hélice linear, de 171 kb. Tem uma
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distribuicdo ampla na populacdo mundial, existindo evidéncias de que mais
de 90% dos adultos ja tiveram contato com o virus (GULLEY e RAAB-
TRAUB 1993). E transmitido pela saliva, replicando-se inicialmente no
epitélio da orofaringe, de forma primaria.

Na maior parte dos casos, a infeccdo permanece assintomatica,
principalmente em criangas, mas pode originar a mononucleose infecciosa.
A infeccao persistente de EBV pode estar presente na camada basal
epitelial que determinaria o risco da doenca. A inconstancia de sua presencga
epitelidide, mas em linfécitos B sugere origem primaria da infeccdo em
tonsilas (FAULKNER et al. 2000). Neste caso, os linfonodos estédo
aumentados e, se for realizada bidpsia, o quadro histolégico € de uma
proliferacao linféide exuberante, que pode ser confundida com linfoma.

A infeccao de EBV associada as células epiteliais e mesenquimais
pode ser estudada ndo somente para o entendimento das vias de entrada do
virus no hospedeiro, como também ao grau de relevancia na tumorigénese
em neoplasias. Nesse caso, é observavel maior relacdo aos tecidos linféides
e epiteliais (DEYRUP 2008).

Historicamente, esse virus foi descoberto por Anthony Epstein e
colaboradores a partir de estudos com células B de Linfoma de Burkitt, por
volta do final da década de cinquenta. A descoberta inicial foi feita a partir de
casos de criancas com esse tumor na Africa equatorial, em regido de
endemia da malaria. Estudos futuros mostraram ainda a relacdo endémica

desse linfoma na Africa com epissomos de EBV (98%), sendo essa
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associacdao menos frequente nos casos de Burkitt esporadico dos paises
industrializados (15-20%) (BOCCARDO e VILLA 2004).

O EBV pode ser encontrado na fase litica ou latente. A fase litica
corresponde a infeccido produtiva, caracterizada pela expressao de enzimas
virais envolvidas no processo de replicacdo do DNA viral e de proteinas que
formardo os novos capsideos. As células hospedeiras sdo lisadas e novas
particulas virais infectam outras células ou sao eliminadas na saliva,
disseminando a infeccdo na populagao. Além de células epiteliais, células
linféides B quiescentes sao infectadas pelo EBV (LI et al. 1992), por meio da
adsorgao do virus a molécula CD21 (receptor de complemento na superficie
de células B, ou CR2) a ligagdo é estabelecida por uma glicoproteina
gp350/220 do envelope viral (SPEAR e LONGNECKER 2003)

No nucleo da célula hospedeira, o DNA viral é circularizado formando
um episomo. As células B sdo impedidas de entrar em apoptose e levadas a
entrar no ciclo celular (DEYRUP 2008). A maior parte das células B
infectadas é destruida pelos linfocitos T citotdxicos, mas uma subpopulagao
permanece imortalizada, contendo a forma latente do virus. Estas células
estariam protegidas da agao dos linfocitos T citotdxicos, provavelmente, por
terem baixa expressao antigénica e por encontrar-se em estado latente.

Esse fato poderia justificar a maior frequéncia de linfomas B
associados ao EBV em imunossuprimidos ou imunocomprometidos
transplantados, em pacientes com certos defeitos genéticos (como a
agamaglobulinemia ligada ao cromossomo X, XLA). Estes processos

linfoproliferativos incluem o linfoma de Burkitt, o de grandes células B com
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diferenciagdo plasmocitdide- imunoblastica, linfoproliferagdes policlonais,
linfoma de Hodgkin (FAULKNER et al. 2000; CARBONE et al. 2008a, b),
linfoma angioimunoblastico ou linfoma de células T/NK extranodal nasal,
além de outros raros tipos de linfomas (ANAGNOSTOPOULOS et al. 1992;
WEISS et al. 1992; QUINTANILLA-MARTINEZ et al. 1998; CARBONE et al.
2008b).

Os linfécitos B quiescentes apresentam a forma latente de EBV, tipo |,
Il e lll as quais expressam diferentes produtos génicos. O tipo | é observado
em células nao-proliferativas da linhagem B, com expressao do antigeno
nuclear do EBV (EBNA1) e dos RNA mensageiros EBER-1 e EBER-2. A
proteina EBNA1 é considerada mantenedora do genoma viral, implicada na
replicacdo do DNA viral, na regulagao transcricional de outras proteinas
latentes e de membrana e nao é reconhecida pelas células T citotoxicas. Os
EBERs podem interagir com proteinas intracelulares, com agéo na inibicao
de apoptose (IFN-a e y), citocinas (IL-10) e formando complexos com NFk-B.
Parecem ser importantes na progressao do linfoma modulando atividades de
sinalizagdo do sistema imune e da persisténcia viral (IWAKIRI e TAKADA
2010; SAHA e ROBERTSON 2011) O linfoma de Burkitt apresenta este tipo
de laténcia do EBV (AMBINDER e WEISS 1999; DEYRUP 2008).

O tipo I, é dividido em lla e llb e caracteriza-se pela expressao de
EBNA1, EBERs e LMP1 e LMP2. A LMP1 é uma proteina de membrana que
inibe a apoptose da célula hospedeira pela estimulacido da producido de
NFKkB e Bcl2. A LMP2 é uma proteina de membrana que impede que células

infectadas pelo virus entrem no ciclo litico, inibindo o receptor de células B e
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mimetizando-o na sinalizagao de sobrevivéncia dos linfocitos B. Este tipo de
laténcia € encontrado no linfoma de Hodgkin classico, linfoma T/NK nasal e
linfoma B primario das cavidades serosas.

A laténcia tipo Il caracteriza-se pela expressdo das proteinas e
EBERs acima, além dos EBNA-2 e EBNA-3. O primeiro regula e ativa genes
celulares e virais, como os LMPs; pode ainda induzir a proliferagao celular
por indugdo do c-Myc. O EBNA-3 parece desempenhar um papel na
alteracao do processo de homing e na transformagao dos linfocitos B. Este
tipo de laténcia é encontrado na linfoproliferacdo pods-transplante, nos
linfomas relacionados ao piotérax, na granulomatose linfomatdide,
linfoproliferagdes do idoso e no linfoma primario do sistema nervoso central.
Foram descritas homologias entre os antigenos EBNA-1 e 2 e 0 ORF73 do
HHV-8 (LANA) (NICHOLAS 2000).

A desregulagdo de genes de vias de sinalizagdo celular, incluindo
citocinas, quimiocinas, receptores de morte (apoptose) e fatores
transcricionais tém sido implicados ao LMP1. Entre eles NF-kB (fator de
transcricdo nuclear), de necrose (TNF) e interagdes intracelulares Notch1.
Outras vias envolvem timocitos Th2 e T e perda de fungao Th1, CD8/células
citotdoxicas e NK/T, modulando respostas inflamatorias e escape do sistema
imune (POPPEMA 2005).

NICHOLAS (2000) relata ainda, o papel da LMP-1 e K1/HHV-8 com
as vias de sinalizagao celular de proliferacdo, por meio de mecanismos
basicos de transducionais, associados ao fator de necrose tumoral (TNF) e

receptores (TRAFs), como o de morte celular (TRADD). O LMP-1 simula o
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efeito de um receptor de crescimento ativado e seu dominio intracelular
interage com fatores associados aos TRAFs e TRADD.

Na raiz da patogénese do LH associado ao EBV estdo os
mecanismos de sobrevivéncia e escape do sistema imune e apoptose pelas
células de Reed Sternberg (RS) (D'SOUZA et al. 2004; VOCKERODT et al.
2008). Estas tém sua sobrevivéncia mantida, apesar das alteragdes
fenotipicas e de defeitos nos rearranjos génicos das imunoglobulinas
(KUPPERS 2009; FARRELL e JARRETT 2011). Além disto, as células
alteradas escapam a vigilancia do sistema imune de células T citotéxicas
(CTL), (LAICHALK et al. 2002).

Os EBERs estdo presentes em grande quantidade nas células
infectadas latentemente (10” cépias por célula), permitindo seu uso para
deteccdo da infecgao viral por hibridizagdo in situ (HIS) (AMBINDER e
WEISS 1999). Com isto, estudos nacionais e de outros paises tém
demonstrado a presenca do EBV em alta frequéncia nos LH pediatricos e
individuos HIV-positivos (proximas de 100%) e frequéncia mais alta de EBV
nos LH de adultos em paises em desenvolvimento, em relagdo aos
industrializados (EVANS e GUTENSOHN 1984; PALLESEN et al. 1991;
VASSALLO et al. 1993; PAES et al. 1996; ANAGNOSTOPOULOS e
HUMMEL 1996; BACCHI et al. 1996a; ABREU et al. 1997; VASSALLO et al.
2002; ELGUI de OLIVEIRA et al. 2002; HIALGRIM et al. 2003; MOHAMMED
et al. 2005; BARROS et al. 2010).

Em relacdo aos linfomas de Burkitt, pacientes da Bahia mostraram

reatividade em 87% dos casos (ARAUJO et al. 2008). No mesmo pais, ha
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diferengcas entre regides, que vao de 60-70% (BACCHI et al. 1996b,
ARAUJO et al. 2006, PIZZA et al. 2008).

Pacientes com linfomas de origem de células B periféricas tém sido
associados a diferentes fatores de riscos (idade, sitios especificos tumorais,
virais) promovendo conhecimentos da linfomagénese e transformacgéao
neoplasica, com melhora nos tratamentos terapéuticos (JAFFE 2009).
Assim, entendimentos de mecanismos e de moléculas virais com papel na
transformacdo e manutengdo do fendtipo maligno promovem estudos de
importancia clinica, progndstico, sobrevida e respostas terapéuticas
(CARBONE et al. 2011; SAHA e ROBERTSON 2011).

O impacto de EBV no prognéstico da doenga pode ter papel
desfavoravel na resposta terapéutica e sobrevida, como em desordens
linfoproliferativas, em pacientes com idade mais avangada (OYAMA et al.
2007) ou em linfomas B periféricos (LDGCB) ao indices de progndsticos

menos favoraveis e sobrevida desses pacientes (SHIMOYAMA et al. 2009).

o Herpesvirus Humano Tipo 8 (HHV-8)

O HHV-8 tem sido implicado a infecgdes liticas de células epiteliais e
fibroblastos, e células linfoblastéides, com especificidade das subfamilias
virais a sua presenca em linhagem B (EDELMAN 2005) ou T, conforme
observado em estudo com linfoma de efusdo primaria de células T
(COUPLAND et al. 2005), embora o gendtipo maligno mais comum seja para

células B.
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O herpesvirus do tipo 8 é associado ao sarcoma de Kaposi (KSHV).
Em 1994, foi identificado por técnicas de biologia molecular em tecido
proveniente de paciente HIV-positivo acometido pelo sarcoma de Kaposi
(CHANG et al. 1994; LEVINE e ABLASH 1999). Bem como o EBV ou HHV-
4, com o qual apresenta homologias, trata-se de um virus do tipo gamma-
herpesvirus e esta filogeneticamente mais préximo do RRV (do género
Rhadinovirus), presente na populagdo de macaco Rhesus (MCGEOCH e
DAVISON 1999; EDELMAN 2005).

De modo geral, é sabido que a regido central da Africa (GAO et al.
1996), bem como o sul da Europa (PERNA et al. 2000), sao regides que
apresentam as maiores incidéncias de infeccdo por HHV-8 na populagao
geral. No estudo de GAO et al. (1996), utilizando imunofluorescéncia,
mostrou-se que em Uganda 24/47 (51%) dos individuos-controles eram
soropositivos para HHV-8, enquanto 4/107 (4%) dos doadores italianos e
nenhum dos 122 doadores norte-americanos. Neste estudo, mostrou-se que
pacientes portadores de AIDS e sarcoma de Kaposi destes trés locais
apresentavam soropositividade de 71-81% para o HHVS.

PERNA et al. (2000) estudaram (por imunofluorescéncia indireta) o
soro de 970 individuos HIV negativos entre 1 e 70 anos, além de 742
individuos com diferentes tipos de risco para infeccdo pelo HIV. A
soroprevaléncia do HHV-8 foi de 11,5% na populagédo geral, sendo de 6%
em individuos abaixo dos 16 anos e 22% acima dos 50 anos. Individuos de
risco para infeccao pelo HIV tiveram soroprevaléncia mais alta para HHV-8.

Com isto foi demonstrado que a infecgdao pelo HHV-8 é relativamente



26

difundida na Sicilia Ocidental, podendo haver uma forma de disseminacgao
sexual, que aumenta com a idade, e uma outra forma (provavelmente
contato pessoal) em criangas.

Estudando-se mulheres virgens e monogamicas na Suécia, Tedeschi
e colaboradores encontraram 9% de soropositividade para HHV-8,
reforcando a hipotese de uma transmissdo nao sexual (TEDESCHI et al.
2000). Em outros estudos, conclusdes similares foram atingidas (KEDES et
al. 1996; BOULANGER 1998). HANNACHI et al. (2011) mencionam em
estudos epidemiolégicos na regidao do Centro-Oeste da Tunisia e
Mediterraneo prevaléncia viral em adultos/criangas de 13,8%, alta em
mulheres gravidas (13%) e em criangcas (12%), o que torna provavel a
transmissao pela saliva materna, e aumenta o risco de Sarcoma de Kaposi.

No Brasil, uma populacdo de amerindios mostrou uma alta
prevaléncia de infecgao pelo HHV-8, chegando a 53% dos individuos, sendo
41% nas criangas abaixo de 10 anos e 65% em adultos (BIGGAR et al.
2000). Outro estudo realizado com amostras coletadas de sete pacientes do
estado de Sao Paulo acometidos pelo Sarcoma de Kaposi e portadores do
HIV, demonstrou a presenga do virus em todos os casos (CATERINO-DE-
ARAUJO 1998). Além disso, utilizando técnica da PCR em bidpsias de
linfonodos de pacientes HIV negativos encontrou-se positividade em 2/25,
também em S&o Paulo (VASSALLO et al. 2002).

Na faixa etaria pediatrica, estudo de MAYAMA et al. (1998) revelam

que cerca de 50% de 215 criangas de Uganda sao soropositivas para HHV-
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8, havendo uma associagao antes dos 12 anos de idade com o virus da
hepatite B.

Em estudo de 497 criancas e adultos de Belém, Para, Brasil, foi
encontrado uma prevaléncia total de 16,3% de individuos positivos para o
HHV-8, por imunoensaio no soro (FREITAS et al. 2002). Neste estudo, a
prevaléncia em individuos menores de 10 anos foi de 12% e cresceu com a
idade, chegando a 33% em maiores de 41 anos. Na pesquisa deste virus em
adenodides e tonsilas palatinas retiradas de criangas em nosso meio, foi
demonstrado que 6,8% eram positivos para HHV-8 por meio da técnica de
hibridizagao in situ (CHAGAS et al. 2006).

Dos processos patologicos associados ao HHV-8, o sarcoma de
Kaposi € o mais bem estudado. Nesta neoplasia, o virus aparece infectando
as células fusiformes tipicas deste tumor, além de células endoteliais
(BOSHOFF et al. 1995). No entanto, em outros dois processos patolégicos o
virus parece ter papel importante em seu estabelecimento e evolugao: no
linfoma nao-Hodgkin das cavidades serosas (BOSHOFF et al. 1995) e na
doenca de Castleman (SOULIER et al. 1995; DUPIN et al. 2000).

Os mecanismos genéticos, que relacionam o HHV-8 a neoplasias
estdo baseados na codificagdo pelo virus de proteinas homdlogas a
proteinas do ciclo celular. Uma v-ciclina pode inativar o gene supressor do
retinoblastoma (SARID et al. 1999), enquanto uma proteina viral homdloga a
proteina bcl-2 (v-bcl2) pode bloquear a apoptose (SARID et al. 1997). Por
sua vez, uma v-interleucina-6 induz proliferacdo de células linféides B,

ativagdo da angiogénese e inibicao da resposta imune de células T “helper”.
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Esta v-interleucina-6 tem sido postulada como a responsavel pelo
desenvolvimento do SK (NICHOLAS et al. 1997).

Estudos usando culturas de células simultaneamente positivas para
CD19 e HHV-8, obtidas de material de bidpsia de SK, misturadas com
culturas de células CD19 positivas normais, demonstraram infec¢cao destas
ultimas pelo virus (LEVI 1997). Virtualmente todos os casos de linfomas das
cavidades serosas (neoplasia originada de linfécitos B) mostraram-se
infectadas pelo HHV-8 (NADOR et al. 1996). Além disso, a doenga de
Castleman multicéntrica esta intimamente relacionada com a positividade
para HHV-8. E uma doenca que apresenta hiperplasia dos foliculos linféides
e células B plasmocitéides positivas para o HHV-8 (SOULIER et al. 1995;
DUPIN et al. 2000). No Brasil, ndo é conhecida a relagao deste virus com
neoplasias linféides.

A relagao etiolégica do virus HHV-8 as desordens linfoproliferativas
nao sao exclusivas de pacientes HIV positivos (LUPPI e TORELLI 1996),
mas nestes a imunossupressdo potencializa o risco de se desenvolver o

Sarcoma de Kaposi (LEAO et al. 2002).

1.3.2 Poliomavirus, Virus Simio 40 (SV40)

O SV40 tem como hospedeiro natural o macaco Rhesus (Macaca
mulatta) e sua urina representa um disseminador do agente viral. Em
humanos pode induzir infecgdes persistentes renais, detectado em sangue

periférico e outros tecidos como o mesotélio.
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A contaminagdo humana pelo virus SV40, historicamente, é
determinada pela vacina de poliovirus inativado (Salk) e oral atenuado
(Sabin) (CARBONE et al. 1997), originada dos Estados Unidos da América.
Contaminou milhdes de pessoas no periodo entre 1955-1963 (POULIN e
DECAPRIO 2006), disseminando-se na década de 60 para outros paises,
como: Unido das Republicas Socialistas Soviéticas, Japao, Inglaterra, Italia e
México (STRICKLER et al. 2003). Mas, no presente, a prevaléncia da
infecgao viral é incerta em humanos e mais evidente em primatas e roedores
(VILCHEZ e BUTEL 2003; 2004).

O SV40 é um virus de DNA de dupla hélice (5,243 pb) pertencente ao
género Poliomaviridae. O genoma viral codifica trés proteinas estruturais
(VP1, VP2 e VP3); duas com papel do ciclo de vida viral (pequeno t e grande
T antigeno; Tag e TAg, respectivamente) e duas pequenas proteinas, com
funcdo desconhecida. Este género compreende dois outros virus, JCV e
BKV, que infectam humanos, tém potencial oncogénico e estao relacionados
a patogénese da leucoencefalopatia multifocal e a cistite hemorragica,
respectivamente (POULIN e DECAPRIO 2006; LOWE et al. 2007).

A disseminacao viral € dependente da inser¢do do genoma viral a
maquinaria de replicacdo genética de seu hospedeiro, ligando-se as regides
de origens de replicagdo do DNA (ORI), recrutando enzimas como DNA
polimerase. Ainda, deve-se ocorrer a transcricdo de componentes estruturais
e funcionais do virus, como os capsideos, e para isso €& descrito a

importancia das regides Tags (LOWE et al. 2007).
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O efeito oncogénico do SV40 parece estar relacionado com a sua
proteina Tag, que além de ter papel na replicagdo viral, desregula a
proliferacdo de células infectadas. Acredita-se que a Tag se ligue ao gene
do Rb do hospedeiro, abolindo sua atividade e resultando na progressao do
ciclo celular para a fase S. Ademais, a Tag parece reprimir a acdo da
proteina p53. A deteccdo da sequéncia Tag pode ser significativa (64%) em
linfomas de células B, com maior frequéncia para células B de centro
germinativo com SV40 positivos (MENESES et al. 2005).

O estudo oncogénico de SV40 tem sido realizado a partir de
pesquisas in vivo e in vitro, sugerindo a agao patogenética em roedores com
semelhantes sequéncias génicas regulatorias detectadas em tumores
humanos (mesotelioma). A expressdo destes genes parece relacionar-se
com transformagdo em linhagens de astrécitos e de mesoteliomas,
utilizando-se vias intracelulares Notch1 e c-Met (ZHANG et al. 2010). O
potencial oncogénico parece ter forte associagcdo com a mutagédo de p53 em
pacientes infantis (n=91) com linfomas B periférico e precursor (66%
SV40+), (HEINSOHN et al. 2011). Em linfomas humanos, os tipos de LNH
tém mostrado incidéncia de SV40 para os de origem de células B (folicular e
difuso de grandes células B). E, com menor representatividade, em linfomas
do tipo T e em LH (SHIVAPURKAR et al. 2002). Sendo presente em outros
tipos de neoplasias, como os de origem de SNC (SEBATIER et al. 2005).

A incapacidade de precisdao para identificacdo de individuos
infectados e das vias de transmissdo tém dificultado estudos

epidemiologicos que permita avaliar os riscos ao desenvolvimento de
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doengas associados ao SV40. Estudos denotam a importdncia da sua
epidemiologia para o entendimento da neoplasia maligna, como o
mesotelioma, ao lado da exposicdo quimica, como asbestos, ou fisica, e a
radiagao ionizante (BOFFETTA 2007).

Outros estudos referem uma inconsisténcia da relagcdo entre a
contaminagao de pacientes pela vacina poliovirus contendo SV40 com o
diagndstico de mesotelioma (STRICKLER et al. 2003). Em relacédo aos
linfomas malignos, associa-se com neoplasias linféides de individuos
infectados pelo HIV ou em pacientes imunossuprimidos com
linfoproliferagdes pos-transplante (VILCHEZ et al. 2005; 2006).

O estudo de SV40 e EBV em linfomas humanos (n= 171) de
pacientes originados do Texas (USA) revelou diferengas na distribuicao
demografica de SV40. Uma populagao teve maior freqiéncia de SV40
(10/44; 23%) enquanto outra apenas 3% (4/127; p <0.0001), com grupos
EBV positivos (39% vs 18%, p= 0.01). O SV40 foi mais freqiente em
individuos mais jovens e os resultados dependeram da qualidade e
quantidade de DNA disponivel nos tecidos parafinados, o que levou a
diferencas de detecgao viral por PCR e imunoistoquimica (BROUSSET et al.
2004; TORACCHIO et al. 2009).

Em paises nao-industrializados, a relacao deste virus com linfomas B
de pacientes imunocompetentes também foi relatada (MENESES et al.
2005). No entanto, em outros relatos sobre linfomas de paises

industrializados, tal relagdo foi negada (SHAH 2007). Desta forma, a
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inexisténcia de dados sobre pacientes brasileiros, justifica a proposta de se
avaliar a relacao deste virus com neoplasias linfoides.

A patogénese dessa doenca € bem investigada por meio de modelos
experimentais para a comprovacao de uma relagao causal entre o SV40 e
neoplasias. Por exemplo, é proposto que o asbestos e o SV40 em células
mesoteliais in vitro parecem co-participar na transformacdo maligna
(CARBONE et al. 2002) e 0 SV40 pode interferir na imortalizagcéo celular por
meio da agao sobre a atividade da telomerase (FODDIS et al. 2002).

Como propostas de testes para deteccao viral SV40 seguem-se os
principios descritos para outros grupos. Entre eles, a imunoistoquimica e a
PCR, como visto em estudos de pacientes com LNH originados da regido de
Costa Rica, América Central (MENESES et al. 2005) e em diferentes
neoplasias (POULIN e DECAPRIO 2006).

Outra sugestao, formulada por um grupo de pesquisadores japoneses
€ a demonstragado de frequéncia de SV40 em linfoma difuso de grandes
células B a partir de hibridizagao in situ, aliada a PCR (NAKATSUKA et al.
2003). No entanto, a reacao por PCR nem sempre é efetiva, possivelmente
por insuficiéncia de copias de DNA viral presentes na amostra ou artefatual,
conforme ja descrito em estudo visando a pesquisa de SV40 em
mesoteliomas (KLEIN et al. 2002).

Sugestdes adicionais para obtengdo de um consenso sobre a melhor
metodologia de estudo na detecgdo de SV40 foram feitas por SHAH (2007).
SEBATIER et al. (2005) completa a idéia quando da discusséo sobre a

identificacdo de sequéncias Tags do SV40 em tumores derivados do sistema
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nervoso central. Mostra as dificuldades quanto ao estabelecimento dos
controles positivo e negativo e devidas ao tipo de fixador utilizado.

Assim, nosso estudo pretendeu considerar a importancia desses virus
na patogénese de linfomas, contribuindo com informagdes sobre a presenca
dos mesmos em nosso meio € na viabilidade de utilizacdo dos marcadores
nos tecidos disponiveis, ou seja, os tecidos arquivados. Embora estudos
prospectivos possam ser feitos, a frequéncia de 10% de linfomas dentre as
neoplasias malignas permitiria estudo de apenas um numero muito reduzido
de casos (VASSALLO et al. 2002).

Dada a existéncia de relativamente escassos estudos relacionados
aos virus oncogénicos dentre as neoplasias linféides em nosso meio, na
maior parte referente ao EBV em linfomas de Hodgkin e Burkitt, mesmo
assim com pequeno numero de casos, € a riqueza de material de arquivo
disponivel em nosso Estado, propusemos o presente projeto, com o intuito
de aprofundar o conhecimento do papel dos virus EBV, HHV8 e SV40 nos
linfomas malignos de nosso meio. Além de ampliar a avaliagdo do EBV em
linfomas de Hodgkin e Burkitt, buscamos detectar esse virus em outros tipos
de linfomas nao Hodgkin, para detectar outros tipos recentemente descritos,
como o linfoma de grandes células B associado ao EBV do idoso. Ademais,
nao ha em nosso meio, estudo que tenha buscado HHV8 e SV40 em
linfomas malignos.

Para isso, aproveitamo-nos da praticidade da técnica [do inglés]

Tissue Microarrays (TMA) devido a possibilidade de estudo de um grande
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namero de casos (CATALANO e ILAND 2005) com dispéndio de

relativamente pouca quantidade de reagentes.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar  criticamente as correlagbes entre a expressao

imunoistoquimica e por hibridizagdo in situ dos virus oncogénicos: EBV,

HHV-8 e SV40, em linfomas malignos com dados clinicos, demograficos e

temporais dos pacientes.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a frequéncia de expressao dos virus oncogénicos: EBV, HHV-
8 e SV40, em linfomas malignos diagnosticados em 5 grandes
instituicbes do Estado de Sao Paulo: Hospital A C Camargo, Hospital
de Clinicas da Faculdade de Medicina da USP, Santa Casa de
Misericordia de Sao Paulo, Hospital de Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas e Hospital do Cancer de Barretos, cujos
tecidos constam dos respectivos arquivos de Patologia;

Correlacionar a expressdao dos virus com dados demograficos e
clinicos dos pacientes: procedéncia, idade, género, etnia, estadio, e
dados de sobrevida;

Correlacionar a expressao dos virus com dados patologicos de tipos

tumorais;
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Correlacionar a expressao dos virus com dados temporais (periodo
de diagnéstico), buscando avaliar a existéncia de uma mudanga de

padrao no perfil de positividade reconhecido nas diversas neoplasias.
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3 METODOLOGIA

3.1 PACIENTES

O estudo foi retrospectivo, incluindo os casos dos anos de 1954 a
2008 diagnosticados como linfomas malignos e cinco instituigdes do estado
de Sao Paulo: Hospital A C Camargo de Sdo Paulo (HCACC), Hospital de
Cancer de Barretos/ Fundacdo Pio Xll (HCB), Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP), Hospital
das Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual
de Campinas (HCUNICAMP), Hospital da Irmandade da Santa Casa de
Misericordia de Sao Paulo (HISCMSP). A identificagdo dos colaboradores do
projeto, caracteristicas historicas e de atendimento dos 5 servigos
hospitalares, se econtram no Anexo 1. E, entre as caracteristicas do tipo de
atendimento que merecem atencdo em nosso estudo, destaca-se: no
hospital A C Camargo e HCUNICAMP o atendimento pediatrico foi
interrompido a partir de 1990, pois os servigos de Hematologia Infantil foram
para centros especializados. Os demais centros continuaram a atender as

demandas de todas as faixas etarias.
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3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes com diagnostico de linfoma maligno (Hodgkin e nao-

Hodgkin) 1954-2008 foram selecionados nas cinco instituigdes.

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Para o estudo de reclassificacdo histolégica e pesquisa dos virus
linfotrépicos, foram excluidos os casos em que os blocos de parafina nao
estavam disponiveis ou ndo eram suficientes para as analises laboratoriais
propostas. Dos casos com tecido arquivado, foram excluidos das analises
clinicas especificas aqueles em que os prontuarios nao apresentavam
informacdes adequadas para levantamento dos dados necessarios a
correlacao clinica e patoldgica. O total de casos obtidos para linfoma néo
Hodgkin e de Hodgkin, por instituicao, esta resumido nas Tabelas 1 e 2.

Apenas no Hospital A C Camargo foi viavel estudar casos anteriores
ao ano de 1980, devido a maior acessibilidade de seus arquivos de

Patologia.
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Tabela 1 Numero de casos elegiveis por periodo de diagnédstico e
instituicdo: linfomas de Hodgkin e Nao Hodgkin.

P1 P2 P3 N.Caso N.Caso Total
Inicial Excluido

HCACC 324 468 377 1221 52 1169
HCB 0 40 260 507 207 300
HCFMUSP 237 230 500 33 467
HCUNICAMP 0 0 220 390 170 220
HISCMSP 0 297 240 570 33 537
Totais 324 1042 1327 3188 495 2693

Siglas: Hospital A C Camargo de Sao Paulo (HCACC), Hospital do Cancer de Barretos/
Fundacgéao Pio XII (HCB), Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo (HCFMUSP), Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas (HCUNICAMP), Hospital da Irmandade da Santa Casa
de Misericordia de Sao Paulo (HISCMSP); P1=1954-1979; P2=1980-1999; P3=2000-2008.

Tabela 2 Numero de casos elegiveis por instituicdo, periodos de
diagndstico, tipos histologicos.

P1 P2 P3 Total Total Total

LNH/LH  LNH/LH LNH/LH LNH LH Final

HCACC 193/131 370/98 277/100 840 329 1169
HCB 0 28/12 158/102 186 114 300
HCFMUSP 0 166/71 137/93 303 164 467
HCUNICAMP 0 0 169/51 169 51 220
HISCMSP 0 130/167 176/64 306 231 537
Totais 193/131  694/348 917/410 1804 889 2693

Siglas: Hospital A C Camargo de Sdo Paulo (HCACC), Hospital do Cancer de Barretos/
Fundagéo Pio XIlI (HCB), Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sdo Paulo (HCFMUSP), Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas (HCUNICAMP), Hospital da Irmandade da Santa Casa
de Misericordia de S&o Paulo (HISCMSP); P1=1954-1979; P2=1980-1999; P3=2000-2008;
LNH=Linfoma nao Hodgkin; LH=Linfoma de Hodgkin.

Todos os casos foram revistos para confirmagdo e atualizagao
diagndstica e areas selecionadas para constru¢do do microarranjo de tecido
(tissue microarray, TMA). Os casos com estudo imunoistoquimico prévio
foram revistos com os preparados originais. Dos casos sem estudo

imunoistoquimico, ou com estudo incompleto, este foi realizado segundo os
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painéis do Apéndice 1. Ao final da selegdo, obtivemos 2693 pacientes
diagnosticados com linfoma, sendo 889 com diagndstico de LH e 1804
casos de LNH, reclassificados segundo a OMS (2008), citado por JAFFE et

al. (2008) e ZERBINI et al. (2011).

3.4 ETICA

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Hospital A C Camargo/ Fundagcdo Antonio Prudente,
como instituicdo central do estudo (parecer 1120/08, Anexo 1). Nas demais
instituicdes, os respectivos Comités de Etica aprovaram a participacdo no

estudo (Anexo 1).

3.5 AMOSTRAS

Das amostras tumorais obtidas dos tecidos parafinados, dois cilindros
de 1 mm de didmetro cada foram incluidos em blocos do TMA. Este foi
preparado em um aparelho fabricado pela Beecher Instruments Microarray
Technology, Silver Spring, CA, USA, de propriedade do Departamento de
Anatomia Patologica do Hospital A C Camargo de Sao Paulo. Os cortes
resultantes dos TMAs tiveram espessura de 5 micrbmetros e foram
colocados sobre laminas com adesivo (Starfrost®) e submetidas a fixagéo
por ultravioleta em aparelho fabricado pela Instrumedics Inc®, Hackensack,

NJ, EUA. Posteriormente, as laminas sofreram um banho de parafina e
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foram armazenadas a vacuo em freezer a -20°C, até o momento do uso para

as reacdes imunoistoquimicas e de hibridizacio in situ.

3.6 IMUNOISTOQUIMICA

Os cortes de TMAs foram desparafinados primeiramente por 24 horas
em estufa 60°C; posteriormente as laminas foram banhadas em xilol a 60°C
por 20 minutos, xilol a temperatura ambiente por 20 minutos, etanol 100%
por 30 segundos, etanol 85% por 30 segundos e etanol 70% por 30
segundos. As laminas foram lavadas em agua corrente e destilada.

Para recuperagao antigénica, fervemos a solu¢gdo tampéao citrato 10
mM pH 6.0 ou tamp&o Tris-EDTA pH 9.0 em panela de presséo (Eterna®,
Nigro) destampada, mergulhamos as laminas e lacramos a panela com a
valvula de seguranga aberta. Apds a saida do vapor saturado, abaixamos a
valvula de seguranca e aguardamos a pressurizagao total. Cronometramos 4
minutos apds esse sinal. Deixamos a panela fechada sob agua corrente até
a despressurizacao total. Destampamos a panela com as laminas e lavamos
em agua corrente e destilada.

Procedemos ao bloqueio da peroxidase endégena com H;O; 3%,
(dgua oxigenada 10 vol) com 3 trocas de 10 minutos cada. Lavamos em
agua corrente e destilada e com solugdo salina tamponada com fosfatos
(PBS-phosphate buffered saline) 10mM pH 7.4 por 5 minutos.

Incubamos as laminas com o anticorpo primario diluido em titulo pré-

estabelecido, conforme listagem a seguir, em tampao PBS contendo
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albumina bovina (BSA) 1% (Sigma, A9647, EUA) e azida sddica (NaNs)
0,1%, por 18 horas a 4°C em camara Umida. Para classificagdo dos linfomas
foram utilizados marcadores fornecidos pela Dako, Carpenteria, CA, USA:
CD2 (diligédo 1:100), CD3 (1:100), CD5 (1:100), CD7 (1:50), CD10 (1:100),
CD15 (1:100), CD20/L26 (1:100), CD 21 (1:100), CD23 (1:100), CD30/Ber-
H2 (1:50), CD43 (1:100), CD56 (1:100), CD138 (1:100), CD246/ALK-1
(1:100), Bcl2 (1:100), Bcl-6 (1:100), Ciclina D1/SP4 (1:50); Ki-67/MIB1
(1:50), antigeno epitelial de membrana (EMA; 1:500); Kappa (1:300),
Lambda (1:300), mieloperoxidase (1:10.000), MUM-1 (1:100), Pax-5 (1:50),
perforina (1:100) e TdT (deoxinucleotidil transferase terminal; 1:100).

Para pesquisa dos agentes virais, foram utilizados anticorpos para:
LMP1/EBV (clone CS1-2, Dako, 1:200), HIV/p24 (1:100; Dako), HHV8/LNA-1
(clone LN35, 1:100, BioSB, Santa Barbara, CA, USA) e SV40/Tag (1:100,
Cell Marque, Rocklin, CA, EUA). Imagens de tecidos com detecgao viral
podem ser vistas nas Figuras 3 a 5 e informagbes adicionais para
padronizagao do método, descrito por CHAGAS et al. (2006) e VASSALLO
(2001), para detecgao dos herpesvirus EBV e HHV8 e poliomavirus SV40,
por SEBATIER et al. (2005). Detalhamento do método de estudo pode ser
consultada no Anexo 2.

Retiramos o excesso de anticorpo primario e lavamos as laminas em
tampao PBS com 3 trocas de 3 minutos cada. Incubamos por 30 min a 37° C
com o sistema de deteccdo Advance” HRP Link (Dako, cdd. # K4068).
Lavamos com tampao PBS com 3 trocas de 3 min cada. Incubamos com o

Advance HRP Enzyme por 30 min a 37° C. Lavamos em tampao PBS com



43

3 trocas de 3 minutos cada. Incubamos as laminas em solugado substrato:
100mg de 3,3’ tetraidrocloreto de diaminobenzidina (DAB; Sigma, cod. D-
5637, St Louis, MO, EUA), 1mL de dimetilsulféxido, 1 mL de H2O, 2 6% (dgua
oxigenada 20 vol), 100 mL de PBS; por 5 minutos a 37°C, ao abrigo da luz.
Lavamos em agua corrente e agua destilada por 3 minutos. Contracoramos
com hematoxilina de Harris por 1 minuto. Lavamos bem em agua corrente e
destilada. Imergimos 2 vezes em agua amoniacal (solugdo de hidroxido de
amoénio 0,5%), lavando em seguida em agua corrente e destilada.
Desidratamos as laminas em: etanol 80% por 30 segundos, etanol 95% por
30 segundos, etanol 100% por 2 vezes de 30 segundos cada e xilol por 4
vezes de 30 segundos cada. Montamos as laminas em Entellan-neu (Merck,
céd. 1.07961, Darmstadt, Alemanha). Observamos ao microscopio como
produto final da reagdo o desenvolvimento de precipitado castanho dourado
em granulos citoplasmaticos, membrana celular ou nucleo, variavel ao tipo
de marcador. O caso foi avaliado como positivo ou negativo, a depender do

padrao de reatividade, sem considerar percentual de células coradas.

3.7 HIBRIDIZACAO IN SITU

As reacdes de hibridizacdo in situ para detecgdo viral foram
realizadas, segundo a orientacdo dos fabricantes. Foram utilizadas as
sondas para: 1) virus de Epstein-Barr/ EBER (Novocastra Laboratories,
Newcastle, Reino Unido), 2) HHV8/LNA-1 (Novocastra) e 3) Poliomavirus

(SV40, JCV, BKV) sondas Tag, provenientes da Enzo Life Science PRO,
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(Farmingdale, NY,USA). Foram considerados positivos apenas casos com
células tumorais com sinal nuclear de marcagao. Imagens de tecidos com
deteccdo viral podem ser vistas nas Figura 3 a 5. Informagdes adicionais
para padronizagao do método foram utilizadas segundo descri¢cbes feitas por
CHAGAS et al. (2006) e VASSALLO (2001); para deteccao dos herpesvirus
EBV e HHVS8; e poliomavirus SV40, BKV e JCV por WUTHRICH et al.
(2006); TAN et al. (2010). Detalhamento do método de estudo pode ser

consultada no Anexo 2.
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Figura 3 - Reacbes para o virus de Epstein-Barr (EBV). A= Linfoma de Hodgkin
classico, cujas células neoplasicas séo positivas para a proteina latente de membrana 1
(LMP1) do EBV em padrao citoplasmatico; imunoistoquimica, 400x. B e C= Hibridizagdo in
situ com a sonda EBER, em padrao nuclear (B= 100x, C= 400x). D= Linfoma nao-Hodgkin
expressando EBER (hibridizag&o in situ, 400x).
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Figura 4 - Reagbes para o herpesvirus humano tipo 8 (HHV8). A= controle
positivo representado por sarcoma de Kaposi, mostrando padrdo nuclear (imunoistoquimica
LNA1, 600x). B e C= Linfoma n&do-Hodgkin expressando o HHV8 nuclear (imunoistoquimica,
B= 100x, C= 400x). D= Reatividade nuclear focal para HHV8 por hibridizagao in situ (sonda
T1.1) em um caso de linfoma nao-Hodgkin (100x).
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Figura 5 - Reagdes para virus simio 40 (SV40). A= reatividade nuclear por
imunoistoquimica em um controle positivo, representado por rim de macaco infectado
(400x). Uma vez que ndo houve reatividade por esta técnica em nenhum caso de linfoma,
utilizamos também a hibridizagéo in situ (sonda Tag). B= mesmo controle positivo referido
em A, com reatividade nuclear fraca por hibridizagéo in situ (400x). Linfoma de Hodgkin
classico (C) e linfoma ndo-Hodgkin (D) mostrando fraca expressdo de Tag no nucleo de
células neoplasicas (hibridizacgao in situ, 400x).
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3.8 ESTUDO CLINICOPATOLOGICO

Os dados clinicos foram obtidos dos prontuarios nos arquivos
médicos dos respectivos hospitais colaboradores. Os dados foram
primeiramente compilados em um formulario (Anexo 3) e em seguida
tabulados em planilha do Excel (Windows). Resumidamente, foram obtidas
as seguintes informagdes sobre cada paciente: data de diagnostico, dados
pessoais (idade, género, procedéncia), topografia do primeiro diagnéstico,
estadio clinico (Ann Arbor), indice prognéstico, presenca de sintomas B,
associacdo com a sindrome de imunodeficiéncia adquirida, dados de
evolugdo (remissdo, recidiva, progressdo da doenga, Obito), dados de
tratamento (quimioterapico ou radioterapico; tipo de protocolos terapéuticos).
No Apéndice 2 estdo descritos conceitos/siglas de critérios clinicos e
terapéuticos, bem estabelecidos na literatura.

Para fins de analise estatistica, os dados foram agrupados em
periodos de diagndstico (P1=1954-1979; P2=1980-1999; P3=2000-2008).
Estes periodos foram estabelecidos segundo a melhor padronizagdo dos
métodos diagndsticos, que tiveram seus marcos nas classificagbes de Kiel
(mais difundida a partir da década de 80, com o emprego mais difundido da
imunoistoquimica) e da Organizagdo Mundial da Saude (definida ao final dos
anos 90, e publicada em 2001, com atualizaggo em 2008, com o
aparecimento de marcadores mais bem definidos para entidades

especificas).
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Os grupos etarios, infanto-juvenil (INF, até 15 anos), adulto-jovem
(AD-J, 15-45 anos) e adulto-maduro (AD-M, 45 anos ou mais) foram
estratificados conforme critérios estabelecidos no estudo de pacientes com
linfoma de Hodgkin, descrito por Keegan et al. (2005). E, para os pacientes
com linfoma n&do Hodgkin foi estabelecida idade de corte (maior que 60
anos) segundo a importancia de risco clinico (pior progndstico, por exemplo
para LDGCB).

Os pacientes foram agrupados segundo a procedéncia regional: sul-

sudeste (S-SE); norte, nordeste e centro-oeste (N-NE-CO).

3.9 TESTES ESTATISTICOS

A andlise estatistica foi feita utilizando-se o programa PRISMA
(Versao 5.0; GraphPad Software) para testes de correlagao de dados: Qui-
quadrado ou teste exato de Fisher, para comparagao de trés grupos. Os
estudos de sobrevida foram realizados utilizando-se o0 método de Kaplan-
Meier (log-rank Mantel-Cox). O tempo de vida foi estimado no minimo em 5
anos, com ajustes de grupos de estudo segundo o progndstico de risco/
idade do paciente.

Segundo definicdo do Instituto Nacional do Cancer (INCA) a
sobrevida dos pacientes foi estuda pelo teste designado com a sigla SDE
(sobrevida doencga especifica) que considera o periodo entre o diagndstico e
0 ultimo evento (ultimo seguimento ou morte pela doenga). Este termo

também ¢é conhecido como “sobrevida causa especifica” (cause specific
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survival), definido no endereco:
http://lymphoma.about.com/od/glossary/g/causespecific.htm. Pacientes
mortos por outra causa sado censurados. Para a Sobrevida global (SGD)
considerou-se o periodo entre o diagndstico e o ultimo evento, e incluem-se

pacientes mortos por outra causa.
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4 RESULTADOS

4.1 LINFOMAS E CLASSIFICACAO HISTOLOGICA

No estudo foram incluidos 2693 pacientes com diagnostico de
linfomas, 67% linfomas ndo Hodgkin (n= 1804) e 33% linfoma de Hodgkin
(n=889). Os laudos anatomopatolégicos foram emitidos entre o ano de 1954
a 2008, e realizada revisdo histopatoloégica, segundo a classificagdo da
OMS, 2008.

Na reclassificacédo dos linfomas de Hodgkin (LH), o diagndstico de
origem sofreu alteracdo em 66% dos casos (587/889). Dentre os tipos de
alteracdes feitas 88,5% (520/587), 28,1% ocorreram para adequagédo da
classificagao histoldgica atual; 42,9% inclusdo do grau histolégico do subtipo
ENOD 1 ou 2, e 17,5% para troca de diagnéstico/tipos de LHc (Tabela 3).

Dentre os tipos histolégicos mais comuns em linfomas de Hodgkin
68,2% foi diagnosticado como Esclerose nodular (ENOD), 21,8%
Celularidade Mista (CM), 2,1% Deplecgao Linfocitaria (DL) e 2,0% Rico em
Linfécito (RL). O subtipo Predominio linfocitario nodular (PLN) e néo
classificaveis (N-CL) apresentaram 5,8% do estudo (Tabela 4).

No total dos casos de linfomas ndo Hodgkin elegiveis 31,6%
(851/1804) sofreram alteracdo de diagndstico a revisdo do

anatomopatologico. Nos linfomas B periféricos indolentes 44,4% foram
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reclassificados (246/554) e 33,5% dos linfomas de célula B/T ou T/NK de
comportamento clinico mais agressivo (605/1804), Tabelas 5 e 6.

Nos linfomas B indolentes observou-se que as adequacdes de
diagndstico ocorreram em maior numero para o subtipo Manto ou Manto
blastéide (70,1%), seguidos dos Foliculares (42,7%), e Zona Marginal
Esplénica (43,3%), Tabela 5. Nos LDGCB 53,4% dos casos tiveram
alteragcdo do diagnéstico; seguidos dos linfomas de grandes células
reclassificados como Anaplasicas ou do Mediastino (48,8%). Entre os
linfomas de células precursoras B/T e os de origem T periférica tiveram
menores indices de modificagbes do diagndstico 24% e 27%,
respectivamente (Tabela 6).

Na classificagao final dos linfomas ndo Hodgkin 69% foram agrupados
como “agressivos” e 31% como “indolente”.

O maior grupo dos linfomas reclassificados € para a origem de células
B (93,3%), seguidos aos de células T (7,5%). Apenas 1,9% dos casos nao
puderam ser tipados como B ou T e foram considerados inclassificaveis. Os
linfomas de células precursoras perfazem 2,2% do total de linfomas
elegiveis (Tabela 7).

Dentre os linfomas B mais comuns e de maior casuistica no estudo
séo representados pelos tipos LDGCB (56,7%) e Folicular (19%), Tabela 7.
Os linfomas T/NK perfazem 7,5% dos linfomas n&do Hodgkin. A maioria dos
linfomas T é de células periféricas (92,6%), Tabela 7.

Para o estudo de correlagao clinicapatolégica dos 1804 linfomas nao

Hodgkin elegiveis apenas 12,6% (n= 228) ndo foram aproveitados devido a
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auséncia dos prontuarios nos arquivos médicos. Nos linfomas de Hodgkin

21,8% dos prontuarios n&o foram encontrados (194/889).

Tabela 3 - Reclassificagao dos linfomas de Hodgkin, segundo a OMS (2008)
(periodo do diagnostico, 1954 a 2008).

Tipos de alteracbes n %

LH em LNH 24 41

LHc em outro subtipo 103 17,5
LHcem PLN 5 0,9
LH PLN em LHc [3=RL; 11=CM; 3=EN1; 2=EN2] 19 3,2
LH sem classificagdo em LHc 165 28,1
LH sem classificagdo em PLN 2 0,3
LH sem classificagao ou LHc em Nao-Classificavel 17 2,9
LH ENOD sem grau, atualmente graduado em 1/2 252 429

Total de alteracdes Vs total de casos incluidos 587/889

*LH=linfoma de Hodgkin; LHc=linfoma de Hodgkin classico; PLN=predominio linfocitico

nodular; ENOD= esclerose nodular; OMS=0rganiza¢do Mundial da Saude.

Tabela 4 - Numero de pacientes e tipos histolégicos de linfoma de
Hodgkin incluidos no estudo, com revisao do anatomopatologico.

Histologia N %
Esclerose Nodular 606 68,2
ENOD grau 1 (63,0% dos ENOD) (382) (42,9)
ENOD grau 2 (36,2% dos ENOD) (219) (24,6)
ENOD, sem graduacao (0,8% dos ENOD) (5) (0,5)
Celularidade Mista 194 21,8
Rico em Linfécitos 18 2,0
Deplecao Linfocitaria 19 2,1
Predominio Linfocitico Nodular 26 2,9
Nao classificaveis 26 2,9
Total pacientes 889 100

*ENOD-= esclerose nodular.
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Tabela 5 - Reclassificagao dos linfomas ndo Hodgkin indolentes, segundo a

OMS (2008) (periodo do diagndstico, 1954 a 2008).

Tipos de alteracbes n %
Folicular

LH em Folicular 4 3,0

LNH sem classificacdo em Folicular 2 15

Manto em LNH Folicular 5 3,8

Outros indolentes em Folicular 87 65,9

Agressivos em Folicular 22 16,7

LNH sem classificac&o para Folicular 12 91
Total alteracdes de diagndéstico Vs casos elegiveis 132/309 42,7
Manto/Manto blastéide

LH em Manto ou em Manto blastéide 2 3,3

LNH sem classificacdo em Manto ou Manto 3 4,9

blastéide

Indolentes (ndo Folicular) em Manto ou Manto 48 78,7

blastdide

Folicular em Manto ou Manto blastoide 4 6,6

Manto em Manto blastéide e vice-versa 2 28

Agressivos em Manto blastdide 2 3,3
Total alteracdes de diagndéstico Vs casos elegiveis 61/87 70,1
Leucemia linféide crénica (LLC)

Agressivos em LLC 1 20,0

Indolentes em LLC 8 80,0
Total alteracdes de diagndéstico Vs casos elegiveis 9/51 9,8
Linfomas do tecido linféide associado as mucosas (MALT)

Agressivos em MALT 1 20,0

Indolentes em MALT 4 20,0
Total alteracdes de diagndstico Vs total de casos elegiveis 5/29 17,6
Linfoma da zona marginal esplénica (LZME)

Agressivos em LZME 1 7,7

Indolentes em LZME 12 92,3
Total alteracdes de diagnéstico Vs casos elegiveis 13/30 43,3
Outros indolentes

Agressivos em indolentes 5 16,7

Indolentes com classificacéo anterior a 2008 em = 83,3

N&o-Classificaveis
Total de alteracfes Vs total de casos elegiveis 246/554 44.4

*LH= linfoma de Hodgkin; LNH= linfoma ndo Hodgkin; OMS=0rganizagdo Mundial da

Saude.
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Tabela 6 - Reclassificagdo dos linfomas ndo Hodgkin de células B/T
precursoras e periféricas, segundo a OMS (2008) (diagnésticos 1954 a
2008).

Tipos de alterac6es n %
‘Linfoblastico n= 40/ Burkitt (0=1200
Linfoblastico em Burkitt 9 25,0
Burkitt em Linfoblastico 2 5,6
Indolente para Burkitt 11 30,6
Indolente para Linfoblastico 6 16,7
Sem classificacao para linfoblastico ou Burkitt 6 16,7
Outros linfomas B ou T para Linfoblastico 2 5,6
Total alteracbes Vs casos elegiveis 36/150 24,0
Linfoma difuso de grandes células B, DGCB (n=924)
LH em LDGCB 13 2,6
LNH sem classificacdo em LDGCB 90 18,3
Indolentes em LDGCB 74 15,0
Outros Agressivos em LDGCB 20 4,1
Agressivos classificados <2008 em LDGCB 296 60,0
Total alterag6es Vs casos elegiveis 493/921 53,4
Grandes Células (Anaplasicas n=52; Mediastino n=34)
LDGCB em GCB mediastino 10 23,8
LH em GC anaplasicas 5 11,9
LDGCB em GC Anaplasicas 4 9,5
Agressivos classificados <2008 em GC
Anaplasicas ° 2ha
Agressivos em nao-classificaveis 14 33,3
Total alterag6es Vs casos elegiveis 42/86 48,8
LNH T (n=126)
Reclassificagdo dentro do grupo LNH-T
periféricos o aat
Agressivos classificados antes de 2008 em
LNH- T periféricos 10 294
T agressivos em linfoma T/NK 9 26,5

Total alteracdes Vs casos elegiveis 34/126 27,0

Total casos reclassificados e elegiveis no estudo 605/1804 33,5

*LH= linfoma de Hodgkin; LNH= linfoma ndo Hodgkin; GC= grandes células; GCB=

grandes células B; OMS=0rganizagdo Mundial da Saude.
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Tabela 7 - Classificagao final dos linfomas ndo Hodgkin, segundo a OMS
(2008) (periodo do diagnostico, 1954 a 2008).

N&o Hodgkin, Células B N&o Hodgkin, Células T

Célula Precursora B Célula Precursora T

LLA/Linfoblastico 10 (0,6) LLA/Linfoblastico 10 (7,9)
Célula Periférica B Célula T/NK Periférica

LLC/Linfocitico 51 (3,1) T periférico SOE 45 (35,8)
Folicular 309 (19,0) T/NK nasal 16 (12,7)

Grandes celulas anaplasicas,
Manto/Manto blastéide 87 (5,4) 52 (41,3)
CD30+ (ALK+ n=17; ALK- n=35)

Zona Marginal Esplénica 30 (1,8) Outros linfomas T/NK periféricos 13 (10,3)
126
(92,6)
Zona Marginal Nodal 8 (0,5)
Indolentes, outros tipos 12 (0,7) Total linfomas T 136 (7,5)
Indolentes, inclassificaveis 28 (1,7)

Difuso de grandes células B

921 (56,7) Linfoma sem definicdo T ou B
SOE
Grandes células B do Células precursoras,
34 (2,1) 20 (1,1)
mediastino Linfoblasticos

Células periféricas,
Burkitt 110 (6,7) 14 (0,7)
Inclassificaveis

Agressivos B, outros tipos 5(0,3) Total sem T/B ; inclassificaveis ~ 34(1,9)

Total linfomas, B periféricos 1624 (99,4)

Total linfomas B 1634 (90,6)
Total de pacientes elegiveis no estudo 1804

*LLA= leucemia linféide aguda; LLC= leucemia linféide crénica; SOE= sem outra

especificagdo; OMS=0Organizagdo Mundial da Saude.
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4.2 LINFOMAS DE HODGKIN E EPSTEIN BARR VIRUS

Do total de pacientes elegiveis 95,6% (850/889) foram estudados
para a deteccdo de EBV; com 4,4% de perda de amostras teciduais
inseridas nos blocos de Tissue Microarray. A maioria dos casos € de
pacientes adultos, acima de 15 anos (79%), sendo 59% entre 15 e 45 anos
(mediana 26,6 anos) e 20% acima de 45 anos (mediana de 59 anos). Os
pacientes infanto-juvenis (menores de 15 anos) compreendem 21% do total
dos casos (mediana de 9,2 anos).

A detecgao viral foi de 56,4% (479/850). Nao houve diferenca
significativa na escolha do método de estudo para avaliar a expressao de
EBV (IHQ e ISH). Os casos negativos para o EBV foi maior quando
avaliados pelo método de IHQ-LMP-1 (n=445), em relagao ao de ISH-EBER
(n=419). No entanto, a soma entre os casos positivos revelou idéntico
aproveitamento de estudo (99,2%; n=843/850).

Houve variacdo da frequéncia de EBV entre os grupos etarios
(p<0.0001) com maior frequéncia de EBV em pacientes dos extremos etarios
73,4% e 72,0% (Figura 6). Do total de pacientes do grupo infantil (n=169) e
adulto-maduro (n=182), 124 e 131 pacientes foram positivos ao EBV,
respectivamente. A menor frequéncia (44,9%) de EBV foi observada no
grupo adulto-jovem (224/499). Houve diferenga significativa na analise entre
o grupo INF Vs. ADJ e AD-J Vs. AD-M (p < 0.0001), sendo ausente a

associagao entre o grupo INF Vs. AD-M (p=0.81).
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A etnia branca predominou neste grupo de pacientes (89,8%). Nao
houve diferenga entre os grupos étnicos quanto a distribuicdo dos tipos
histolégicos e a frequéncia de EBV (Tabelas 8 e 9). O género masculino
predominou (61,5%) e houve associagdo significativamente maior deste
género a positividade para EBV, com 66,3% dos casos positivos (p< 0.0001;

Tabela 8).

m EBV Positivos EBV Negativos

100% -
90% -
80% -
?DOA) - 55,1
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0%

26,6 28,0

INF AD-J AD-M

*Teste de Qui-quadrado ou exato de Fisher: (p <0.0001) entre grupos etarios e entre o
grupo INF Vs. AD-J e ADJ Vs. AD-M; nao-signficativa a andlise entre INF Vs. AD-M.

Figura 6 - Linfomas de Hodgkin classicos distribuidos em grupos etarios:
INF (infanto-juvenil até 15 anos), AD-J (adultos jovens, 15-45 anos), AD-M

(adultos acima de 45 anos), e frequéncia da expresséo de EBV.

A maioria dos pacientes procedeu da regido sul-sudeste do pais
(71,8%). Nao houve diferengca entre a positividade para o EBV entre as
regides geograficas do pais agrupadas em S-SE ou N-NE-CO (Tabela 8). A
maior frequéncia de positividade para o EBV em homens é significativa nas

duas regides geograficas agrupadas em S-SE (<0.0001) e N-NE-CO



59

(0.0023), porém nao ha diferengas entre as regides quanto a frequéncia de
positividade para EBV em cada um dos géneros (Tabela 10).

No estudo da classificacdo histoldgica, observou-se maior frequéncia
dos tipos ENOD (70%) e CM (23%), e infrequentes DL e RL (2%), N-CL
(3%). O tipo CM foi significativamente mais associado ao EBV, 82,9%,
comparado ao 46,9% na ENOD (p <0.0001; Tabela 8).

Nota-se que nos linfomas infrequentes a prevaléncia do virus foi
semelhante entre os tipos DL (64,7%), RL (68,4%), e os nado classificaveis
(61,5%). Nao foi detectada a presenca de EBV no tipo predominio linfocitico
nodular (PLN n=26). Nado houve associagao entre a expressao de EBV e a
topografia do tecido no qual foi feito a sua detecgédo neste trabalho (Tabela
8).

O indice de progndstico internacional foi baixo-intermediario baixo (IPS
0-2) na maioria dos pacientes (62,5%). A expressdo do EBV foi
significativamente maior para os que tiveram IPS intermediario/alto =3
(67,7%) daqueles com IPS 0-2 (47,2%); (p= 0.04, Tabela 8).

O estadio de Ann Arbor pouco menos frequente para os estadios
precoces (I-1l: 43,9%) que para os avancados (lll-IV: 53,1%). Esses ultimos
apresentaram associagao significativamente mais alta com o EBV (59,3%,
contra 47,2% nos estadios precoces; p=0.0026, Tabela 8). Nao houve
diferenca entre a associacédo com EBV nos grupos com e sem sintomas B
(respectivamente 37,8% e 38,8%; Tabela 8).

Considerando-se apenas os LH classicos com resultados validos para

a expressao de EBV, temos 850 casos. Os pacientes foram tratados
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utilizando-se diferentes protocolos quimioterapicos ao longo dos tempos,
sendo os mais utilizados ABVD (n= 282), MOPP-ABV (n= 139) e MOPP-
ABVD (n=34): [Siglas do inglés: MOPP= mechlorethamine, vincristine,
procarbazine, prednisone; ABV= doxorrubicin, bleomycin, vinblastine;
ABVD= doxorrubicine bleomycin, vinblastine, dacarbazine]. Outros
esquemas foram utilizados em 99 pacientes. Radioterapia exclusiva foi
utilizada em 38 e em 258 ndo pudemos obter a informagdo sobre o
tratamento. A relacdo com o EBV dos pacientes tratados com cada um
desses esquemas foi, respectivamente, 124/282 (43,9%), 81/139 (58,3%),
22/34 (64,7%), 32/38 (84,2%) e 55/99 (55,5%). Dos casos sem informacgao
sobre o tratamento, 163/258 foram positivos para EBV (63,1%).

A Tabela 11 resume os dados clinicopatolégicos dos pacientes que
utilizaram o esquema ABVD isolado (n= 282) e MOPP com ABVD ou ABV
(n= 173). Nao houve significancia em nenhum dos parametros analisados,
nem em relagao a sobrevida doenga especifica (SDE), segundo o status do
EBV para cada um desses esquemas (Figura 7).

Para a analise de sobrevida de pacientes que utilizaram os trés
esquemas terapéuticos ABVD, MOPP-ABV e ABVD (n=455), ndo houve
diferenca significativa para o estudo (p=0.7928). A frequéncia de EBV foi
semelhante entre pacientes positivos e negativos ao virus (49,9% Vs.
50,1%), Tabela 12; Figura 8. No entanto, o estudo de SGD dos 850
pacientes com linfoma de Hodgkin classico, mostrou diferenga de sobrevida

em relagdo ao status de EBV (p=0.0015), independente do tratamento
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terapéutico (Tabela 13; Figura 9). Nesta analise a frequéncia de EBV nos
casos positivos foi de 56,4%, e nos negativos (43,9%).

A evolucéo clinica em relacao a resposta terapéutica foi efetiva quando
observado auséncia de recidivas em 72,7% dos casos (442/850), e quanto a
expressdo de EBV foi semelhante entre pacientes que recidivaram 52,4%
(87/166) e os de melhor evolugdo terapéutica, sem recidivas (52,9%;

234/442).
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Tabela 8 - Dados demograficos, clinicopatologios e “status” de EBV
Pacientes com linfoma de Hodgkin Classico (n= 850), diagnostico 1954-
2008.

Categorias(n) N (%) EBV (+) EBV(-) p valor
Género

Masculino 523(61,5) 347(66,3) 176(33,7) < 0.0001*
Feminino 327(38,5) 132(40,4) 195(59,6)

Etnia

Branca 763(89,8) 428(56,1) 335(43,9) NS*
N&o Branca 87(10,2) 51(58,6) 36(41,4)

Regido Geografica

S-SE 610(71,8) 331(54,3) 279(45,7) NS*
N-NE-CO 141(16,6) 83(58,9) 58(41,1)

SD 99(11,6) 65(65,6) 34(34,3)

Topografia

Nodal 839(98,7) 470(56,0) 369(44) NS*
Extranodal 11(1,3) 9(81,8) 2(18,2)

Histologia

ENOD 595(70) 279(46,9) 316(53,1) <0.0001*
CM 193(22,7) 160(82,9) 33(17,1)

DL 17(2) 11(64,7) 6(35,3)

RL 19(2,2) 13(68,4) 6(31,6)

N-CL 26(3,1) 16(61,5) 10(38,5)

IPS

0-2 531(62,5) 252(47,5) 279(52,5) 0.0405*
23 31(3,6) 21(67,7) 10(32,3)

SD 288(33,8) 206(71,5) 82(28,4)

Ann Arbor

-1l 286(43,9) 135(47,2) 151(52,8) 0.0026*
-1v 366(53,1) 217(59,3) 149(40,7)

SD 198(23,3) 127(26,5) 71(19,1)

Sintomas B

Presente 322(37,8) 178(55,3) 144(44,7) NS*
Ausente 330(38,8) 174(52,7) 156(47,3)

SD 198(23,3) 117(59,1) 71(35,8)

Tratamento Terapéutico

Somente QT 252(41,5) 144(57,1) 108(42,9) NS*
Somente RT 39(6,4) 34(87,2) 5(12,8)

QT+RT 317(52,1) 135(42,6) 182(57,4)

SD 242(28,4) 166(68,5) 76(31,4)

Total 850 (100) 479(56,4) 371(43,6)

*Teste do Qui-quadrado ou Exato de Fisher; NS=n&o significativo; SD=Sem dados;
Regibes: S=sul; SE=sudeste; N=Norte; NE=nordeste; CO=centro-oeste.QT=quimioterapia;

RT=radioterapia (Critérios clinicos, Apéndice 2).
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Tabela 9 - Tipos histolégicos de pacientes com linfoma de Hodgkin classicos
e grupos étnicos.

Tipos Histologicos

ENOD CM RL DL N-CL *p-valor
Etnia N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
Branca

552(71,4) 168(21,7) 13(1,7) 15(1,9) 25(3,2)
n=773

NS*

Nao Branca
90 54(60) 26(25,5) 5(5,5) 4(4,4) 1(1,1)
n:

*Teste do Qui-quadrado; ENOD=Esclerose Nodular; CM=Celularidade Mista; RL= Rico em

Linfécitos; DL=Deplec¢éao Linfocitaria; N-CL= Nao classificavel; NS=n&o significativo.

Tabela 10 - Relagdo de pacientes EBV positivos com linfoma de Hodgkin
classicos, distribuidos em géneros e regides geograficas do pais.

Género S-SE EBrY(S,B Ei\(/o% p valor*
Masculino 368 238(64,7) 130(35,3) <0.0001*
Feminino 242 93(38,4) 149(61,6)

Total 610 331(54,3) 279(45,7)

Género N-NE-CO
Masculino 62(68,9) 28(31,1) 0.0023*
Feminino 21(41,2) 30(58,8)

Total 141 83(58,9) 58(41,1)

*Teste do Qui-quadrado ou Exato de Fisher; Regibes: S=sul; SE=sudeste; N=Norte;

NE=nordeste; CO=centro-oeste. Nao ha significancia quando cada um dos géneros e

comparado entre as regides do pais, em relagéo a frequéncia de EBV.
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Tabela 11 - Pacientes com linfoma LHc com tratamento terapéutico ABVD
ou MOPP-ABVD/ABYV (n455): dados clinicopatologios e “status” de EBV.

EBV (+)
Histologia N=173 N= 282

ENOD 112(64,7) 52(46,4) 221(78,4) 85(38,5) NS*
CM 49(28,3) 43(87,8) 48(17) 34(70,8)
DL 4(2,3) 2(50) 3(1,1) 2(66,7)
RL 1(0,6) 1(100) 6(2,1) 3(50)
N-CL 7(4,0) 5(71,40 4(1,4) 0
IPS
0-2 135(96,4) 72(53,3) 271(96,1) 116(42,8) NS*
23 5(3,6) 4(80) 11(3,9) 8(72,7)
SD 33(19) 27(82) 0 0 #
Ann Arbor
-1 61(35,3) 30(49,2) 149(52,8) 57(38,3) NS*
-1v 112(64,7) 72(64,3) 133(47,2) 67(50,4)
Sintomas B
Presente 101(58,4) 60(59,4) 149(52,8) 75(50,3) NS*
Ausente 72(41,6) 43(59,7) 133(47,2) 49(36,8)
Recidiva
Presente 66(38,2) 37(56,1) 60(21,3) 21(35) NS*
Ausente 107(61,8) 66(61,7) 222(78,7) 103(46,4)
Situacao final/altimo retorno clinico
VSD 91(52,6) 52(57,1) 219(77,7) 97(44,3) NS*
VCD 20(11,6) 12(60) 22(7,8) 8(36,4)
OBITO 62(35,8) 39(62,9) 41(14,5) 19(46,3)

*Teste do Qui-quadrado ou Exato de Fisher; NS=n&o significativo;# Ndo avaliado **Teste
Kaplan-Meier, Sobrevida doenga especifica (Log-rank, Mantel-Cox). Esquemas
terapéuticos [1] MOPP-ABV-ABVD; [2] ABVD; VSD=vivos sem doenga; VCD= vivos com
doenca; SD=Sem dados (Critérios clinicos e terapéuticos, Apéndice 2).
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Figura 7 - Sobrevida doenca especifica (SDE) de pacientes com LHc
segundo status do EBV. A= que utilizaram tratamento ABVD (n=284, seguimento de
180m). B= que utilizaram tratamento MOPP/ABV-ABVD (n=173, seguimento de 240m).
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Figura 8 - Sobrevida doencga especifica (SDE) de pacientes EBV positivos
com diagnostico de linfoma de Hodgkin classicos (LHc), em seguimento por
240 meses (n=455). Pacientes que utilizaram esquemas terapéuticos ABVD, MOPP-
ABV e MOPP-ABVD.

Tabela 12 - Resumo das taxas de sobrevida dos 455 pacientes com linfoma
de Hodgkin classicos, que usaram os esquemas: ABVD, MOPP-ABV e
MOPP-ABVD, em relagao a expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 20 anos

EBV negativo n=228(50,1%)
Obitos n=45(19,7%)
Vivos n=183(80,3%)
EBYV positivo n=227 (49,9%)
Obitos n=55(24,2%)

Vivos n=172(75,8%)
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Figura 9 - Sobrevida global (SGD) de pacientes EBV positivos com
diagndstico de linfoma de Hodgkin classicos (LHc), em seguimento por 180

meses (n=850).

Tabela 13 - Resumo das taxas de sobrevida dos 850 pacientes com linfoma
de Hodgkin classico, em relagdo a expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 15 anos

EBV negativo n=371(43,6%)
Obitos n=60(16,2%)
Vivos n=311(83,8%)
EBYV positivo n=479 (56,4%)
Obitos n=124(25,9%)
Vivos n=355(74,1%)

Para melhor entender os resultados de sobrevida foi realizada analise
quanto a idade, periodo de diagnédstico, tipo histoldégico, esquemas
terapéuticos, e critérios clinicos que definem melhor o perfil desses
pacientes (estadio Ann Arbor e IPI=indice de prognéstico internacional), que
serdao apresentados na sequécia do estudo.

Segundo os critérios clinicos Ann Arbor e estudo de sobrevida, néo
houve relacdo ao status de EBV para pacientes com doenca em estagio
precoce da doenga (I-ll, p=0.4044; n=282) e, com IPS 0-2 entre os grupos
etarios (p=0.5521; n=531). A casuistica foi menor para pacientes com IPS =3

(n=31), dificultando a analise.
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Para pacientes com linfoma e Hodgkin classico (n=366) e com doenca
avancada (lll-IV) houve diferencga significativa no estudo (p=0.0240). Notou-
se que somente os mais jovens (INF n=72; AD-J n=200) tiveram relagéo
com sobrevida desfavoravel para os casos positivos ao EBV (INF p=0.05;
AD-J p=0.0030), quando da estratificagdo de idade dos pacientes, Figura 10
e 11; Tabela 14 e 15. A sobrevida foi favoravel para pacientes positivos ao
EBV com idade superior a 45 anos p=0.05 (n=81), Figura 12, Tabela 16.

Os pacientes infanto-juvenis tiveram maior frequéncia de EBV nos
casos positivos (72,2%) do que os casos negativos (29,1%), Tabela 14,
Figura 10 Nos adultos jovens a frequéncia de EBV foi semelhante entre
pacientes positivos e negativos (49% Vs. 51%),Tabela 15, Figura 11. Os
adultos (>45 anos) tiveram frequéncia de EBV positivos de 79% e negativos
de 21%, Tabela 16, Figura 12. Nas trés analises é observada que as
frequéncias de 6bitos EBV positivos sdo maiores para o grupo infanto-juvenil

e adulto-jovem, em relagao ao grupo adulto-maduro.
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Figura 10 - Sobrevida global (SGD) de pacientes com idade de 0-15 anos e
estadio clinico Ann Arbor llI-IV, com diagnéstico de linfoma de Hodgkin

classicos, em seguimento por 180 meses (n=72).

Tabela 14 - Resumo das taxas de sobrevida dos 72 pacientes (0-15anos)
com linfoma de Hodgkin classico e estadio clinico Ann Arbor IlI-IV, em
relagao a expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 15 anos

EBV negativo n=21(29,1%)
Obitos n=3(14,3%)
Vivos n=18(85,7%)
EBV positivo n=51 (70,8%)
Obitos n=22(43,1%)

Vivos n=29(56,9%)
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Figura 11 Sobrevida global (SGD) de pacientes com idade adulta (15,1-45

anos) e estadio clinico Ann Arbor IlI-IV, com diagnéstico de linfoma de

Hodgkin classicos, em seguimento por 180 meses (n=200).

Tabela 15 - Resumo das taxas de sobrevida dos 200 pacientes (15,1-45
anos) com linfoma de Hodgkin classico e estadio clinico Ann Arbor IlI-1V, em
relagao a expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 15 anos.

EBV negativo n=102(51%)
Obitos n=22(21,6%)
Vivos n=80(78,4%)
EBYV positivo n=98 (49%)
Obitos n=45(45,9%)

Vivos n=53(54,1%)
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Figura 12 - Sobrevida global (SGD) de pacientes com idade adulta (>45
anos) e estadio clinico Ann Arbor IlI-IV, com diagnéstico de linfoma de

Hodgkin classicos, em seguimento por 120 meses (n=81).

Tabela 16 — Resumo das taxas de sobrevida dos 81 pacientes com linfoma
de Hodgkin classico (>45 anos) e estadio clinico Ann Arbor IlI-1V, em relagéo
a expresséao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 10 anos.

EBV negativo n=17(21%)

Obitos n=11(64,7%)
Vivos n=6(35,3%)
EBV positivo n=64 (79%)
Obitos n=26(40,7%)

Vivos n=38(59,3%)
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4.2.1 Linfoma de Hodgkin classico: pacientes EBV positivos
estratificados por periodos de diagndéstico

Os 850 pacientes com resultados avaliaveis de EBV em LHc foram
estratificados pelo periodo em que foi feito o diagndstico: P1 de 1954 a 1979
(n=129), P2 de 1980 a1999 (n= 338) e P3 de 2000 a 2008 (n= 383). Houve
diferenca significativa na frequéncia de expressao de EBV nos trés periodos,
sendo, respectivamente, 86,8% (112+/129), 56,2% (190+/338) e 46,2%
(177+/383), (p<0.0001; Figura 13).

Nos trés grupos etarios houve reducéo da associagao dos LHc com
EBV ao longo dos trés periodos. Na faixa etaria infanto-juvenil, a frequéncia
de EBV+ foi de 93,9% em P1 (31/33), 71,1% em P2 (59/83) e 64,2% (34/53)
em P3 (p= 0.0079). Na faixa de adultos jovens, a frequéncia de EBV+ foi de
85,7% (60/70) em P1, 43,8% (85/194) em P2 e 33,6% (79/235) em P3
(p<0.0001). Na faixa etaria de adultos acima dos 45 anos, ndo houve
diferenca significativa na frequéncia de casos EBV+ nos trés periodos 80,8%
em P1 (21/26), 75,4% (46/61) em P2 e 67,4% (64/95) em P3; (p=0.31).
Figura 14.

Na analise da expressao de EBYV distribuidos por periodos e entre os
grupos etarios, houve diferenga significativa em P2 (INF 71,1% X AD-J
43,8% X AD-M 75,4%, p<0.0001), em P3 (INF 64,2% X AD-J 33,6% X AD-M
67,4%, p <0.0001), e ndo houve diferenca na analise em P1 (p=0.0306),

Figura 14.



72

m% EBV Positivos mTotal EBV Positivos " Total de casos/periodo

400 - 383

350 | 338

300 -
250 -
200 - 190 177.0
150 -
100 -
50 -

o

Total de casos/periodo

P1 P2 P3
Intervalos de periodos/diagnostico

*p valor, teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher (p<0.0001).

Figura 13 - Linfomas de Hodgkin classicos distribuidos em periodos de
diagnodstico (P1=1954-1979; P2=1980-1999; P3=2000-2008) em relagao ao

numero de casos e frequéncias de pacientes EBV positivos.

=P1 =P2 " P3
100 93,9

INF AD-J AD-M

*p valor, teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher (p 0.0041).

Figura 14 - Pacientes com linfoma de Hodgkin classicos distribuidos em
periodos de diagnéstico (P1=1954-1979; P2=1980-1999; P3=2000-2008),

grupos etarios em relagao a frequéncia da expressao de EBV.
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Quando considerada a expressdo de EBV nos LHc distribuidos por
géneros nos trés periodos, apenas em P1 nao houve diferenga entre a
positividade para EBV entre homens e mulheres. Nos periodos P2 e P3 os
homens tiveram expressdo de EBV mais frequente (P2 com p <0.0001 e P3
com p= 0.0041; Tabela 17). Nao houve associagao de sobrevida e status de
EBV entre pacientes distribuidos de acordo com os periodos de diagnéstico

estabelecidos (P1 p=0.1934; P2 p=0.4969; P3 p=0.7159).

Tabela 17 - Pacientes com LHc EBV positivos distribuidos de acordo com o
periodo de diagnostico e género.

P1 N. EBV+ % N. EBV- % p valor*
Masculino 104 90 87 14 13 NS*
Feminino 25 22 88 3 12

P2
Masculino 197 134 68 63 32 0,0001*
Feminino 141 56 40 85 60

P3 %
Masculino 222 123 55 99 45 0,0043*
Feminino 161 54 34 107 66

* Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher; NS=n&o significativo; P=periodos de
diagndstico: 1=1954-1979; 2=1980-1999; 3=2000-2008.

4.2.2 Tipos histolégicos Vs. periodos de diagndéstico

O subtipo Esclerose nodular (ENOD) correspondeu a 61,2% dos
linfomas de Hodgkin classicos (LHc) em P1, 69,2% em P2 e 73,6% em P3.
O tipo CM correspondeu a 26,4% dos LHc em P1, 24,6% em P2 e 19,8% em
P3. Nao houve diferenca significativa entre estas frequéncias (p= 0.107;

Tabela 18).
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Em relagdo a frequéncia de positividade para EBV nos casos
classificados como ENOD, esta decresceu significativamente: 82,3% em P1,
45,3% em P2 e 38,3% em P3 (p= 0.0006; Tabela 18). Ja a frequéncia de
expressao de EBV nos casos classificados como CM decrescem nos trés
periodos, mas nao significativamente (valor aproximado): 94,1% em P1,

83,1% em P2 e 77,6% em P3 (p=0.08; Tabela 18).

Tabela 18 - Classificagdo histolégica de pacientes com linfoma de Hodgkin
classicos (n850), de acordo com o periodo de diagnostico e EBV.

[1] EBV (+) [2] EBV(+) [3] EBV (+)

Histologia
n129 nlli2 n338 n190 n383 nl77

ENOD 79(61,2) 65(82,3) 234(69,2) 106(45,3) 282(73,6)  108(38,3)

CM 34(26,4) 32(94,1) 83(24.6)  69(83,1) 76(19,8)  59(77,6)
DL 7(54)  6(85,7) 8(24)  5(62.5) 4(1,0) 2(50)
RL 1(0,8)  1(100) 5(1,5) 4(80) 11(2,9) 6(54,5)
N-CL 8(6,2)  8(100) 8(2,4) 6(75) 10(2,6) 2(20)

*Teste Qui-quadrado ou exato de Fisher p 0.0486. P (periodo de diagnostico): P1=1954-
1979; P2=1980-1999; P3=2000-2008. Tipos histologicos de linfoma de Hodgkin classicos
(LHc): ENOD=esclerose nodular; CM=celularidade mista; DL=deplecao linfocitaria; RL=rico

em linfocitos; N-CL=n&o classificaveis.

A classificacdo do subtipo ENOD em graus 1 e 2 ndo mostrou
diferenca da distribuicdo de EBV no total do estudo, e entre os grupos

etarios (Tabela 19).
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Tabela 19 - Classificagao dos tipos histologicos da esclerose nodular (graus
1 e 2) segundo o status de EBV e nos grupos etarios.

Histologia EBV (+) EBV (-)

N=589 % N=279 % N=310 %

ENOD 1 374 63 175 47 199 53
ENOD 2 215 37 104 48 111 52

INF EBV % AD-J EBY % AD-M EBV %
ENOD 1 66 39 59 248 93 59 60 43 72
ENOD 2 33 21 64 138 52 64 44 31 70

*Teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher (ndo significativo). ENOD= esclerose nodular;
ENOD 1 e 2 = grau histoldgico; INF= infanto-juvenil (0-15anos), AD-J= adultos jovens (15,1-

45anos), AD-M= adultos maduros (>45 anos).

4.2.3 Linfoma de Hodgkin classico: pacientes EBV positivos

estratificados por idade

Os dados da Tabela 20 mostram os dados clinicos e patolégicos dos
linfomas de Hodgkin classicos (n=850), segundo as faixas etarias e a
expressédo de EBV. Ha diferenca significativa entre a relagcdo da frequéncia
viral nos tipos ENOD e CM, que é menor nas faixas infanto-juvenil e de
adultos maduro e maior na faixa dos adultos jovens (p<0.0001). Também a
frequéncia de expressdo de EBV no tipo ENOD ¢ significativamente maior
dentre os pacientes das faixas infanto-juvenil e de adultos maduros, sendo
menor na faixa dos adultos jovens (p=0.0005). Ndo ha diferenca da
frequéncia de EBV no tipo CM entre as faixas etarias (p= 0.81).

Nao houve diferenca entre as faixas etarias parametros de IPS e

estadio da doenca. Em relacdo aos sintomas B, ele esteve
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significativamente mais presente em adultos (jovens e maduros), quando
comparados a faixa infanto-juvenil (p= 0.0006; Tabela 20).

Quando analisadas as faixas etarias isoladamente, ndo houve
diferenca na expressao de EBV e parametros de IPS nas trés faixas etarias.
O estadio de Ann Arbor mais avangado (llI+1V) foi significativamente mais
relacionado a positividade para EBV apenas na faixa etaria de adultos
jovens (p=0.0056), mas nao nas demais. Em relacdo a presenca de
sintomas B, apenas na faixa etaria de adultos maduros, ela esteve
significativamente associada a expressao de EBV (p= 0.0006), mas n&o nas

demais.

4.2.4 Linfoma de Hodgkin classico ENOD e CM: pacientes EBV
positivos estratificados por idade e periodos de diagndsticos
Observa-se que no total de pacientes com diagnéstico de linfoma de
Hodgkin classico, subtipo ENOD ha diferenga de distribuicdo de EBV em
relacdo ao periodo de diagndstico (p<0.0001), com presenca de expressao
viral maior para P1 (82,3%), e menor para P2 (45,4%) e P3 (38,3%) e
quanto ao grupo etario maior expressao viral para a idade infanto-juvenil
(60,6%) e adulto-maduro (69,8%), e menor para AD-J (37,2%), p<0.0001,

Tabela 21.
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Tabela 20 - Pacientes com linfomas de Hodgkin classicos (n=850),
diagnosticados entre 1954-2008. Distribuicdo dos pacientes, de acordo com
as faixas de idade e a frequéncia de expressao de EBV.

INF n(%) ADJ n(%) AD-M n(%)

LHc EBV (+) EBV (+) LHc EBV(+) pvalor
Histologia
ENOD 99(58,6) 60(60,6) 390(78,2) 145(37,2) 106(58,2) 74(69,8)  0.0005*
CM 59(34,9) 54(91,5) 77(15,4) 60(77,9) 57(31,3) 46(80,7) NS*
RL 4(2,4) 3(75) 7(1,4) 5(71,4) 6(3,3) 3(50,0)
DL 2(1,2) 2(100) 9(1,8) 6(66,6) 8(4,4) 5(62,5)
N-CL 4(2,4) 4(100)  17(3,4) 9(52,9) 5(2,7) 3(60) #
IPS
0-2 104(61,5) 67(64,4) 332(66,5) 115(34,6) 107(58,8) 75(70,1) NS*
>3 4(2,4) 3(75) 16(3,2) 8(50) 11(6) 10(90,9)
SD 61(36,1)  54(88,5) 151(30,3) 101(66,9) 64(35,2) 46(71,9) #

Estadio clinico Ann Arbor

111 53(31,4)  39(73,6) 181(36,3)  62(34,3) 49(26,9) 33(67,3)  Ns*

-1v 72(42,6) 51(70,8) 211(42,3) 102(48,3) 83(45,6) 64(77,1)

SD 44(26) 34(77,3) 107(21,4) 60(56,1) 50(27,5)  34(68)
Sintomas B

Presente 44(26) 33(75) 200(40,1) 79(39,5) 78(42,9) 66(84,6) <0.0006*
Ausente 81(47,9) 57(70,4) 194(38,9) 86(44,3) 55(30,2) 31(56,4)

SD 44(26) 34(77,3) 105(21) 59(56,2) 49(26,9) 34(69,4) #

TOTAL  169(100)  124(73,4) 499 224(44,9) 182 131(72)

* Teste do Qui-quadrado ou Teste Exato de Fisher; # excluidos da analise; NS=nao
significativo. Idade/grupos etérios [intervalos]: INF=infantil [0-15a]; AD-J=adulto-jovem [15-
45a]; AD-M=adulto-maduro [>45a]; SD=sem dados; Estadiamento clinico Ann Arbor: doenga
menos EC I-ll, e mais avangada - EC IlI-IV; IPS=indice de progndstico internacional para a

doenca (0-2, baixo risco; >3 intermediario/alto risco). Critérios clinicos, Apéndice 2.
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Na analise de distribuicdo de ENOD/EBYV positivos entre os periodos
de diagnésticos em cada grupo etario, houve diferenga significativa de
expressao viral em pacientes com idade INF (p=0.0245) e AD=J (p<0.0001)
e nao houve diferenga para adultos >45 anos (p<0.9705), Tabela 21. A
maior frequéncia de EBV no grupo INF foi observada no P1 (92,3%), como
para pacientes adultos-jovens P1 (83,3%). Nos pacientes AD-M, em relagao
as outras idades, a expressao de EBV foi maior em P2 (69,2%) e P3
(69,3%), e menor em P1 (72,2%).

Houve diferenga na distribuicdo de ENOD/EBV em cada periodo de
diagndstico entre os grupos etarios P2 (p<0.0001), e P3 (p<0.0001), e sem
valor significativo em P1 (p=0.3354). Nesta analise, as frequéncias de EBV
foram maiores nos extremos etarios (INF e AD-M) em P2 e P3, e mais
elevadas, com frequéncias semelhantes no P1, Tabela 21.

O estudo entre a distribuicdo de EBV em pacientes com CM nao teve
diferenca significativa para nenhuma das analises realizadas: entre periodos
de diagndstico (p=0.2202); entre os grupos etarios (p=0.0984); entre os
periodos de diagnéstico de cada grupo etario (INF p=0.9169; AD-J
p=0.3859; AD-M p=0.1688) e em cada periodo de diagndstico por grupo

etario (P1 p=0.7911; P2 p=0.1657; P3 p=0.3317), Tabela 21.
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Tabela 21 - Classificagao dos tipos histolégicos ENOD e CM, segundo o
status de EBV nos grupos etarios e periodos de diagndsticos.

TOTAL INF AD-J AD-M
LHc/EBV % EBV LHC/EBV % EBV LHc/EBV % EBV LHC/EBV % EBV
ENOD

PT  595/279 46,8 99/60 60,6 390/145 37,2 106/74 69,8
P1 79/656 82,3 13/12 92,3 48/40 83,3 18/13 72,2
P2 234/106 45,3 55/33 60,0 152/54 35,5 26/18 69,2
P3 282/108 38,3 31/15 48,3 190/51 26,8 62/43 69,3
CM

PT 193/160 82,9 59/54 91,5 77/60 77,9 57/46 80,7
P1 34/32 94,1 15/14 93,3 13/12 92,3 6/6 100
P2 83/69 83,1 25/23 92,0 35/26 74,2 23/20 86,9
P3 76/59 77,6 19/17 89,4 29/22 75,8 28/20 71,4

*Teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher. P=periodo de diagndstico; PT=(1954-2008);
P1=(1954-1979); P2=(1980-1999); P3=(2000-2008); EBV=Epstein Barr Virus; INF=infanto-
juvenil (0-15 anos); AD-J=adulto-jovem (15,1-45 anos); AD-M=adulto maduro (>45 anos).
LHc=Linfoma de Hodgkin Classico; Tipos Histolégicos de LHc, CM=Celularidade Mista;
ENOD=Esclerose Nodular.

4.25 Andlise de sobrevida de pacientes com linfoma de Hodgkin
classico, em relacéo a idade, terapéutica e tipo histolégico

A sobrevida global, SGD (n=850) mostrou-se mais desfavoravel em
pacientes com linfoma de Hodgkin classico com expressao de EBV, apenas
nas faixas etaria infanto-juvenil (p= 0.0206) e de adultos jovens (p <0.0001),
Figuras 15 e 16, porém nao quanto aos adultos maduros, p=0.2618.

Nessa analise os pacientes infanto-juvenis (n=175) apresentaram
maior frequéncia de casos EBV positivos (70,9%), em relagdo aos negativos
(29,4%), Tabela 22; Figura 15. Nos adultos jovens (15,1 a 45 anos) os

casos EBV positivos foi de 44,9% e os negativos 55,1% (Tabela 23, Figura
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16). Sendo evidente maior numero de casos EBV positivos em pacientes
que evoluiram ao ébito em ambos os grupos.

Quando tomamos apenas os pacientes submetidos aos esquemas
quimioterapicos que incluiram ABVD, MOPP-ABV e MOPP-ABVD (n= 455),
apenas os pacientes adultos (acima dos 45 anos) tiveram diferencga, sendo
favoravel a sobrevida de doenga especifica (SDE) para pacientes EBV
positivos (p= 0.0279); Tabela 24; Figura 17. Esses pacientes apresentaram
maior frequéncia de casos EBV positivos (71,1%) e menor para os negativos
(28,9%), sendo a frequéncia superior de O6bitos negativos ao EBV, com
seguimento clinico de 5 anos (n=90).

Nao houve diferengas significantes em pacientes com estes
esquemas terapéuticos, quer para sobrevida global (SGD), quer para a
doenca especifica (SDE), nas faixas etarias infanto-juvenis e adultos jovens
(menores ou iguais a 45 anos). Tampouco houve diferengas significantes na
sobrevida relacionada ao EBV, quando os pacientes foram estratificados nos
trés periodos estudados.

Quando avaliado isoladamente, por ser o subtipo histolégico com
maior numero de pacientes, a andlise de sobrevida global (SGD) de
pacientes com ENOD mostrou que a expressdo de EBV esta relacionada a
sobrevida desfavoravel apenas nos grupos infanto-juvenil (p= 0.0242; Figura
18) e adultos jovens (p< 0.0001; Figura 19). Os pacientes adultos maduros
(>45 anos) com ENOD EBV positivos nao tiveram associagcéo a sobrevida

global da doenga (p=0.1941).
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Neste estudo, observou-se que em casos infanto-juvenis a maior
frequéncia foi de casos EBV positivos (60,6%), e menores para os negativos
(39,4%). Sendo evidente a maior frequéncia de pacientes que evoluiram ao
obito EBV positivos, em seguimento clinico de 15 anos (n=99), Tabela 25;
Figura 18.Nos pacientes adultos (15,1-45 anos) a frequéncia de casos
negativos ao EBV foi de 62,8% e positivos 37,2%. Ha maior expresséao de
EBV naqueles que evoluiram ao 6bito, em seguimento clinico de 15 anos
(n=390), Tabela 26; Figura 19.

A andlise de sobrevida de doencga especifica (SDE) de pacientes que
utilizaram esquemas terapéuticos ABVD, MOPP-ABV e MOPP-ABVD
positivos ao EBV, com diagnésticos de Esclerose Nodular (ENOD) mostrou
que o grupo infanto-juvenil e adulto jovens teve sobrevida favoravel para os
casos negativos de EBV (INF p=0.0010; ADJ p= 0.03), Figuras 20, 21.

Nessa analise os pacientes infanto-juvenis (n=41) tiveram frequéncia
de casos EBV positivos (61%) e menores para pacientes os negativos
(39%), com maior frequéncia de 6bitos nos EBV positivos, em seguimento
clinico de cinco anos (Tabela 27, Figura 20).0Os pacientes adultos jovens
(15,1-45 anos) tiveram maior frequéncia de casos EBV negativos (68,9%),
com menor frequéncia de obitos (17,1%), em relagdo aos EBV positivos
(29,7%), em seguimento clinico de cinco anos (n=238), Tabela 28; Figura
21.

Ao contrario dos pacientes infanto-juvenis e adultos jovens, os de
idade adulta maior que 45 anos (n=50) apresentaram sobrevida favoravel

para pacientes EBV positivos (p=0.0407), Tabela 29; Figura22.
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Figura 15 - Sobrevida global de pacientes com linfoma de Hodgkin classico,
em relagdo ao status do EBV na faixa etaria infanto-juvenil entre 0-15 anos
(n=175).

Tabela 22 - Resumo das taxas de sobrevida dos 175 pacientes com linfoma
de Hodgkin classico (0-15 anos), em relagdo a expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 15 anos

EBV negativo n=51(29,1%)
Obitos n=3(5,9%)
Vivos n=48(94,1%)
EBV positivo n=124 (70,9%)
Obitos n=28(22,6%)

Vivos n=96(77,4%)
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Figura 16 - Sobrevida global de pacientes com linfoma de Hodgkin classico,

em relagdo ao status do EBV na faixa etaria adulta entre 15,1 - 45 anos

(n=499).

Tabela 23 - Resumo das taxas de sobrevida dos 499 pacientes com linfoma
de Hodgkin classico (15,1-45 anos), em relagdo a expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 30 anos

EBV negativo n=275(55,1%)
Obitos n=27(9,8%)

Vivos n=248(90,2%)
EBV positivo n=224(44,9%)
Obitos n=136(60,7%)

Vivos n=88(39,3%)
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Figura 17 - Sobrevida doenga especifica (SDE) de pacientes com linfoma de
Hodgkin classico, em relagdo ao status do EBV na faixa etaria adulta (> 45
anos). Esquemas terapéuticos ABVD, MOPP-ABV, MOPP-ABVD (n=90).

Tabela 24 — Resumo das taxas de sobrevida dos 90 pacientes com linfoma
de Hodgkin classico (>45 anos), que usaram esquemas ABVD, MOPP-ABYV,
MOPP-ABVD, em relacao a expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 5 anos

EBV neg n=26(28,9%)
Obitos n=12(46,2%)
Vivos n=14(53,8%)
EBV pos n=64(71,1%)
Obitos n=15(23,4%)

Vivos n=49(76,6%)
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Figura 18 - Sobrevida global (SGD) de pacientes com linfoma de Hodgkin
classico Esclerose Nodular (ENOD), em relagdo ao status do EBV na faixa

entre 0-15 anos (n=99).

Tabela 25 - Resumo das taxas de sobrevida dos 99 pacientes com linfoma
de Hodgkin classico subtipo ENOD (0-15 anos), em relagao a expressao de

EBV.
EBV negativo n=39(39,4%)
Obitos N=2(5,1%)
Vivos N=37(94,9%)
EBV positivo n=60(60,6%)
Obitos N=13(21,7%)

Vivos N=47(78,3%)
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Figura 19 - Sobrevida global (SGD) de pacientes com linfomas de Hodgkin
classico Esclerose Nodular (ENOD), em relagdo ao status do EBV na faixa

etaria entre 15,1 e 45 anos (n=390).

Tabela 26 - Resumo das taxas de sobrevida dos 390 pacientes com linfoma
de Hodgkin classico subtipo ENOD (15,1-45 anos), em relagdo a expressao

de EBV.
EBV negativo n=245(62,8%)
Obitos 35(14,3%)
Vivos 210(85,7%)
EBV positivo n=145(37,2%)
Obitos 45(31%)

Vivos 100(69%)
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Figura 20 — Sobrevida de doenga especifica (SDE) de pacientes com
linfomas de Hodgkin classico Esclerose Nodular (ENOD), em relagédo ao
status do EBV na faixa etaria infanto-juvenil (0-15anos). Esquemas
terapéuticos ABVD, MOPP-ABV e MOPP-ABVD (n=41).

Tabela 27 - Resumo das taxas de sobrevida dos 41 pacientes com linfoma
de Hodgkin classico subtipo ENOD (0-15 anos), que usaram esquemas
ABVD, MOPP-ABV e MOPP-ABVD, em relacéo a expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 5 anos

EBV negativo n=16(39%)
Obitos n=1(6,3%)
Vivos n=15(93,7%)
EBV positivo n=25(61%)
Obitos n=20(80%)

Vivos n=5(20%)
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Figura 21 - Sobrevida de doenca especifica (SDE) de pacientes com
linfomas de Hodgkin classico Esclerose Nodular (ENOD), em relagdo ao
status do EBV na faixa etaria adulta (15,1 - 45 anos). Esquemas
terapéuticos ABVD, MOPP-ABV e MOPP-ABVD (n=238).

Tabela 28 — Resumo das taxas de sobrevida dos 238 pacientes com linfoma
de Hodgkin classico subtipo ENOD (15,1-45 anos), que usaram esquemas
ABVD, MOPP-ABV e MOPP-ABVD, em relacao a expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 5 anos

EBV negativo n=164(68,9%)
Obitos n=28(17,1%)
Vivos n=136(82,9%)
EBYV positivo n=74(31,1%)
Obitos n=22(29,7%)

Vivos n=52(70,3%)




89

100+
—— EBV NEG
80- LAl Il Ll Il - EBV POS
©
S
> Il Il
o 60- p 0.0407
: 1
8 L L
P 404
©
S
20+
0 T ] !
0 20 40 60

MESES
Figura 22 - Sobrevida de doenca especifica (SDE) de pacientes com
linfomas de Hodgkin classico Esclerose Nodular (ENOD), em relagdo ao
status do EBV na faixa etaria adulta (>45 anos). Esquemas terapéuticos
ABVD, MOPP-ABV e MOPP-ABVD (n=50).

Tabela 29 - Resumo das taxas de sobrevida dos 50 pacientes com linfoma
de Hodgkin classico subtipo ENOD (>45 anos), que usaram esquemas
ABVD, MOPP-ABV e MOPP-ABVD, em relacéo a expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 5 anos

EBV negativo n=16 (32%)
Obitos n=8(50%)
Vivos n=8(50%)
EBV positivo n=34(68%)
Obitos n=7(20,6%)

Vivos n=27(79,4%)
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4.3 LINFOMAS NAO HODGKIN E EPSTEIN BARR VIRUS

Dentre os 1624 LNH incluidos neste estudo, a maioria foi de células B
(90,8%), dos quais 99,3%, de células B periféricas. Dentre eles, houve
expressao do EBV em 10,8% dos casos (177/1624). Nao houve positividade
para EBV nos linfomas de células B ou T precursoras. Em linfomas T
periféricos a prevaléncia do EBV foi de 22,5% (28/124), Tabela 30.

Os tipos de linfomas B periféricos com as maiores prevaléncias de
EBV foram: Burkitt (58,3%), DGCB (8,8%) e folicular (8,6%). Dentre os
linfomas T, as maiores prevaléncias de EBV foram: linfoma T/NK nasal
(81,3%), linfomas T periféricos, sem outra especificacao (24,4%) e linfoma
T/NK, outros (30,8%), Tabela 30.

Dentre os linfomas com positividade para EBV mais baixa, temos:
linfoma da zona marginal esplénica (1/28), linfoma da zona marginal
extranodal (2/28), linfoma da zona marginal nodal (1/8) e linfoma de grandes
células B do mediastino (1/32). Ndo houve expressao de EBV em linfomas
linfociticos (n= 51), de células do manto (h= 86) e de grandes células
anaplasicas CD 30+ (n=50). Em linfomas sem imunofenotipagem definida
para células B ou T, os quais representaram apenas 1,7% dos casos, houve
positividade para EBV em 2/31 (6,4%; Tabela 30).

Os dados demograficos e clinicopatolégicos dos LNH serdo
apresentados a seguir: a) o maior numero de casos; b) a mais frequente
associacdo com a expressao de EBV, aos menos frequentes: Burkitt,

LDGCB, Folicular e Linfomas T.
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Tabela 30 - Frequéncia da expressdo de EBV nos pacientes com linfoma
nao-Hodgkin.

N&o Hodgkin, EBV+ N&o Hodgkin, EBV
Células B n(%) n(%) Células T n(%) n(%)
Célula Precursora B Célula Precursora T
7(0,4) 0 10(7,5) O
LLA-Linfoblastico Linfoblastico
Células B Periféricas Células T/NK Periférica
LLC/Linfocitico 51(3,3) 0 T periférico SOE 45(36,2) 11(24,4)
Folicular 302(19,8) 26(8,6) T/NK nasal 16(32)  13(81,3)
GC anaplasicas,
Manto/Manto blastéide 86(5,6) 0 50(40,3) 0O
CD30+
Outros linfomas T/NK
ZME 28(1,8) 1(3,6) o 13(10,5) 4(30,8)
periféricos
ZMEX 28(1,8) 2(7,1)
ZMN 8(0,5) 1(12,5) Total T periférica 124(92,5) 28(22,5)
Indolentes, outros 12(0,8) 6(50)
Indolentes, N-CL 28(1,8) 2(7,1)
DGCB SOE 839(55) 74(8,8) Linfoma sem definicdo T ou B
GCB mediastino 32(2,1) 1(3,1) Célula precursora, LB 17(0,9) 0
Burkitt 108(7,1) 63(58,3)  Célula periférica, INCL 14(0,7) 2(14,3)
Agressivos B, outros  4(0,3) 1(25)

Total células B Total sem T/B;
o 1624 (99,3) 177(10,8) o 31(1,7) 2(6,4)
periféricas inclassificaveis

Total linfoma B 1634(90,8) 177(10,8) Total linfoma T 134(7,4) 28(20,9)

*Linfomas: LLC/Linfocitico=leucemia linfocitica crdnical/linfoma linfocitico; ZME=zona
marginal esplénico; ZMEx=zona marginal extranodal; ZMN=zona marginal nodal;
LDGCB=difuso de grandes células B; GCB=grandes células B; GC=grandes células;

LB=linfoblastico; N-CL=linfomas inclassificaveis; SOE=sem outras especificagdes.
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4.3.1 Linfoma de Burkitt
o Dados demogréficos e EBV

Do total de 108 pacientes com linfoma de Burkitt avaliaveis para o
EBV, 24 sdo femininos e 83 masculinos (1 paciente sem informagao sobre
género e idade). Na faixa etaria infanto-juvenil (até 15 anos) ha 87 pacientes
e na de adultos 42 (acima de 15 anos). A etnia branca ocorre em 102 casos
e nao-branca em 6. A procedéncia é de 40 casos do Sul-Sudeste e 14 do
Norte-Nordeste-Centro-Oeste (54 sem informagao). O numero de pacientes
cujo diagnéstico foi feito nos periodos estudados foi: 1954-1979 (P1) 17
casos, 1980-1999 (P2) 57 casos e 2000-2008 (P3) 34 casos. Nenhum
destes casos foi soropositivo para o HIV.

Dos 108 pacientes, 63 (58,3%) sao positivos para EBV: 15 femininos
(23,8%) e 48 masculinos (76,2%). Dos 63 casos EBV+, 56 estavam na faixa
etaria infanto-juvenil (88,9%) e 7 na faixa acima de 15 anos (11,1%); 23 do
Sul-Sudeste e 8 do Norte-Nordeste-Centro-Oeste (32 sem informagao); 9
individuos foram diagnosticados entre 1954-1979 (P1), 36 entre 1980-1999
(P2) casos e 18 entre 2000-2008 (P3).

A proporcao de pacientes femininos positivos para EBV foi de 15/24
(62,5%) e de masculinos 48/83 (57,8%; p= 0.81). A proporgao dos pacientes
EBV+ do Sul- Sudeste foi de 23/40 (57,5%) e dos pacientes das demais
regides 8/14 (57,1%; p=1.0). A proporcdo dos pacientes EBV+
diagnosticados no periodo P1 foi 9/17 (52,9%), no periodo P2 36/57 (63,1%)

e no P3 18/34 (52,9%; p= 0.56).
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. Dados clinicos e EBV

A maioria dos pacientes com linfoma de Burkitt teve como perfil clinico
doenga avangada (72,2%), 47,2% com prognostico mais favoravel (IP1 baixo
risco ou intermediario baixo risco), e 39,8% menos favoravel (IPl de
intermediario alto e alto risco). A auséncia de sintomas B (77,7%) foi
predominante. Em relacdo a topografia tumoral destaca-se a regido de
abdome, com 63,9% de EBV+, em comparacdo com 19,4% para tumores da
regidao de cabega e pescogo (p= 0.0455). De forma resumida, todos os
resultados do perfil clinico estdo descritos na Tabela 31.

Em relagdo ao estadio Ann Arbor e grupos de risco clinico, houve
frequéncias semelhantes para os de doenga menos (60%) e mais avangada
(64,1%), e com prognéstico favoravel ou desfavoravel, BR-IR= 58,7% Vs. IR-
AR=53,5%, ndo havendo diferenga significativa na analise dos grupos (EC,
p=1.0; IPI, p=0.8).

A maioria dos pacientes estavam vivos (62,1%) e 45,4% sem
evidéncia da doenga (VSD) com alta prevaléncia viral (69,4%). Apenas 37%
dos casos evoluiram para o 6bito, e com menor frequéncia de EBV em
relacao aos VSD (57,5%).

Esses pacientes foram tratados, em sua maioria (59%) por protocolo
Brasileiro para tratamento do céancer infantil (GBTL) e 22,2% utilizaram
outros esquemas terapéuticos. A expressao de EBV nos pacientes tratados
com protocolo GBTL foi de 61,1% (39/59) e 58,3% (14/24) para outros

protocolos (Tabela 31).
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O estudo de sobrevida especifica (SDE) para pacientes que se
trataram exclusivamente com protocolo brasileiro (GBTL N=59) nao teve
diferenca significativa na analise (p=0.32). E, tampouco para pacientes que
utilizaram outros esquemas ou que tinham pouca ou ausente informacao
clinica (n=49; p=0.94), Tabela 31.

O estudo entre os grupos etarios mostrou alta prevaléncia viral 64,4%
(56/87) para os pacientes da faixa etaria infanto-juvenil (<15anos) e 33,3%
nos adultos com idade >15 anos (7/21), com p valor significativo (p=0.0134).
Resumidamente os resultados clinicos e de EBV dos grupos etarios estao
descritos na Tabela 32. O estudo de sobrevida global da doenga (SGD) de
pacientes com idade entre 0-15 anos (n=87), ndo mostrou diferengcas em
relacédo ao status do EBV (p=0.15; Figura 23; Tabela 33).

Pacientes infanto-juvenis (n=67) com doenga avangada nao tiveram
associagao de sobrevida e EBV (p=0.19). Nao foi realizada analises para
outros histéricos clinicos, estadiamento ou prognédstico, devido a

insuficiéncia de dados para o estudo.
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Tabela 31 - Frequéncia da expressao de EBV nos pacientes com linfoma de

Burkitt, em relagdo aos dados clinicos.

DADOS CLINICOS
TOPOGRAFIA
Tumor abdominal
Tumor de cabega e pescogo
[Linfonodos cervicais e anel de Waldeyer]
[Mandibula e 0sso0s]
Outros linfonodos
SD
ESTADIO CLINICO
EC I-II
EC llI-IV
SD
SINTOMAS B
Presente
Ausente
SD
IPI
BR-IR
IR-AR
SD
EVOLUCAO CLINICA
VIVOS
[VSD]
[VCD]
OBITOS
SD
TRATAMENTOS
GBTL 1987 e 1996
Outros esquemas
SD

N (%)

72 (66.,6)
21(19,4)

[12; 11,1%]

[9; 8,3%]
14(13,0)
1(0,9)

10(9,3)
78(72,2)
20(18,5)

10(9,3)
84(77,7)
14(12,9)

51(47,2)
43(39,8)
14(1,1)

67(62,1)
[49:45,4%)
[18:16,7%]
40(37,0)
1(0,9)

59(54,6)
24(22,2)
25(23,1)

EBV+ (%)

46 (63,9)

8(38,1)

[3; 25,0%]
[5; 55,6%]

8(57,1)
1(100)

6 (60,0)
50(64,1)
7(35,0)

4(40,0)
55(65,5)
4(28,5)

37(58,7)
23(53,5)
3(21,4)

39(58,2)

[34;69,4%)]
[5;27,8%]

23(57,5)
1(100)

39(66,1)
14(58,3)
10(40,0)

TOTAL 108(100) 63(58,3)

*SD=sem dados; Estadio clinico Ann Arbor: EC I-ll doenga menos avancgada, EC IlI-IV

doenca mais avangada (EC llI-1V); IPI=indice de progndstico internacional, escalonado em

BR-IR=baixo risco a intermediario baixo risco (0-2); IR-AR=intermediario alto a alto

risco(>2); VSD=vivo sem doenca; VCD=vivo com doenca; OBITOS=MPD, mortos pela

doenca; GBTL/LMB89 (Apéndice 2, Quadro 14).
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Tabela 32 - Pacientes com linfoma de Burkitt, estratificados em grupos
etarios, em relacdo aos dados clinicos.

0-15anos EBV >15anos EBV
Categorias n(%) n(%) n(%) n(%)
ESTADIO CLINICO
Il 9(10,3) 6(66,6) 1(4,8) 0(0)
-1v 67(77,0) 46(68,7) 11(52,4) 4(36,4)
SD 11(12,6) 4(36,4) 9(42,3) 3(33,3)
IPI
BR-IR 44(50,6) 33(75,0) 7(33,3) 4(57,1)
IR-AR 35(40,3) 21(60,0) 8(38,1) 2(25,0)
SD 8(9,2) 2(25,0) 6(28,6) 1(16,6)
SINTOMAS B
Presente 5(5,7) 3(60,0) 5(23,8) 1(20,0)
Ausente 74(85,1) 51(69,0) 10(47,6) 4(40,0)
SD 8(9,2) 2(25,0) 6(28,6) 2(33,3)
EVOLUGCAO CLINICA
OBITOS 30(34,5) 18(60,0) 10(47,6) 5(50,0)
VIVOS 57(65,5) 38(66,6) 11(52,4) 2(18,2)
[VSD] [47;54,0%)] [35; 74,5%)] [3; 14,3%)] [0; 0)]
[VCD] [10;11,5%)] [3; 30,0%] [8; 38,1%)] [2; 25%)]
TOTAL 87(80,5) 56(64,4%) 21(19,4) 7(33,3%)
(*) EC=estadio clinico Ann Arbor: I-Il doenga menos avangada; llI-IlV mais avangada;

IPI=indice progndstico internacional, BR= baixo risco a intermediario baixo risco (0-2); IR-
AR intermediario alto a alto risco (>2), VIVOS: VSD=vivos sem doenc¢a; VCD=vivos com

doenga; OBITOS=MPD, mortos pela doenga (Critérios clinicos, Apéndice 2).
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Figura 23 - Sobrevida global (SGD) de pacientes com linfoma de Burkitt, em
relacdo ao status do EBV na faixa etarial (0-15 anos), com seguimento

clinico em 180m (n=87).

Tabela 33 - Resumo das taxas de sobrevida de pacientes menores de 15
anos (n= 87) com linfoma de Burkitt, em relagdo a expressao de EBV

Taxa de sobrevida relativa (%), em 15 anos.

EBV negativo n=31 (35,6%)
Obitos n=12(38,7%)
Vivos n=19(61,3%)
EBYV positivos n=56(64,4%)
Obitos n=18 (32,1%)

Vivos n=38(67,9%)
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4.3.2 Linfoma Difuso de Grandes Células B
o Dados demogréficos e EBV

Dos 921 pacientes com diagndstico de Linfoma ndo Hodgkin Difuso
de grandes células B (LDGCB) 839 foram estudados para a deteccdo de
EBV, tendo-se 8,9% de perda de amostras na inserg¢ao tecidual em blocos
de Tissue Microarray (n=92).

Dos 839 casos, 457 foram do género masculino (54,5%) e 382 do
feminino (45,5%). A maioria pertencia a regido sul-sudeste do pais (64,1%;
538/839) e 142/839 (16,9%) as demais regides agrupadas (N,NE,CO);
pacientes procedentes de nacgdes diferentes representaram apenas 5,4%
(45/839) e sem dados documentados (13,6%; 114/839). A etnia branca
prevaleceu em 87,7% (736/839) e a n&o-branca 12,3% (103/839).

O grupo etario infanto-juvenil representou 1,4% dos pacientes
(12/839) e o adulto 98,6% (827/839). Entre os adultos, a maioria (53,6%)
tinha idade entre 15,1 a 60 anos (n=450; mediana 58,6 anos) e 44,9%
(n=377) com idade maior de 60 (mediana 64,1 anos). A maioria dos
pacientes 50,4% (423/839) foi diagnosticada entre 2000-2008 (P3), 37,4%
entre 1979-1999 (P2= 314/839) e 12,2% entre 1954-1979 (P1= 102/839).

Dos 839 pacientes 8,8% foram positivos para o EBV (74/839), com
frequéncias semelhantes entre os géneros masculino (8,8% ou 40/457) e
feminino (8,9%, ou 34/382; p= 1,0). Dentre os individuos EBV+, 64/736 eram
brancos (8,7%) e 10/103 (9,7%) de etnia ndo-branca (p=0.711). Em relagéo
a procedéncia dos pacientes, 8,7% (47/538) vinham das regides S-SE, 7,7%

(11/142) das demais (N-NE-CO), 4,4% (2/45) de outras nagdes e para
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12,3% (14/114) nao constavam informagdes sobre procedéncia (p= 0.8659).
Em relacdo ao periodo de diagnostico encontraram-se 46/423 (10,9%)
pacientes EBV+ em P3, 20/314 (6,4%) em P2 e 8/102 (7,8%) em P1
(p=0.09).

Pacientes com LDGCB menores de 15 anos tiveram maior freqléncia
de expressao de EBV (33,3% ou 4/12), enquanto que nos acima dessa
idade essa frequéncia foi de 8,4% (70/827; p=0.016). Deste ultimo grupo, ao
tomarmos os com idade de 15 a 60 anos, a prevaléncia de EBV foi de

43/450 (9,5%) e os com 60 anos ou mais, 7,2% (27/377; p= 0.259).

J Dados clinicos e EBV

Os LNH apresentaram-se preferencialmente na topografia da cabega
e pescogo (62%), seguida pelo abdome (16,2%), pélvis (10,3%) e
térax/mediastino (4,6%). Outras localizagbes primarias, como 0sso, sistema
nervoso central, pele e tecidos moles, corresponderam a 6,9% dos casos.
Doenga avangada esteve presente em 462 pacientes (55,1%), auséncia de
sintomas B em 445 (53%) e IPI favoravel em 512 casos (61,1%). Dos
pacientes vivos (52,1%; n=437) apenas 26,7% foram considerados livres de
doenca (VSD =224) ao ultimo retorno clinico, e 47,2% (n=396) mortos pela
doenca. Nao houve associagdo entre a expressdao de EBV e estadio
avancado da doenga, sintomas B, IPI e topografia do diagnéstico tumoral
(Tabela 34).

A avaliagdo da evolugédo clinica dependeu de 65,1% (n=546) dos

pacientes que foram tratados com quimio- e radioterapia, sendo poucos os
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casos que realizaram esses tratamentos de forma isolada (2% somente QT
e 0,6% RT; Tabela 34).

O esquema CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina,
prednisona) para o tratamento de linfomas B periféricos foi utilizado em 31%
dos pacientes (261/839). Outros esquemas foram menos frequentes, com
adicao de bleomicina em 6,1% dos casos e Rituximabe em 7,4%. Diversos
outros esquemas terapéuticos, infrequentes ou heterogéneos, foram
utilizados em 22,5% dos pacientes com linfoma DGCB (189/839; Tabela 34).

A analise da sobrevida global dos 839 pacientes com LDGCB néo
mostrou influéncia quanto ao status do EBV (p=0.3274). O mesmo ocorreu
quando a analise foi feita para aqueles que utilizaram esquema CHOP
(n=261; p=0.4926), CHOP-BLEO ou Bleomicina (n=51; p=0.5319) e CHOP-
R ou Rituximab/CHOP-BLEO (n=113; p=0.6347; Figuras 24 e 25; Tabelas
35 e 36).

Os dados referentes ao grupo de pacientes adultos dividido nos
subgrupo de adultos jovens (15-60 anos) e adultos maduros (acima de 60
anos) sao mostrados na Tabela 37. A frequéncia de EBV foi maior para a
idade mais jovem (10,2%) e menor nos mais velhos (6,8%). Nado houve
diferengca no estudo para os critérios clinicos, entre os grupos etarios. A
analise de SGD n&o mostrou associagdao ao EBV AD-J (p=0.3946, n=450) e
maduros (p=0.8952 n=377) ou para o uso do esquema CHOP/SDE, adultos

jovens (p=0.6278), e maduros (p=0.8697).
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Tabela 34 - Frequéncia da expressao de EBV nos pacientes com linfoma
DGCB, em relagao aos dados clinicos.

DADOS CLINICOS N (%) EBV+ (%)
TOPOGRAFIA

Tumor de cabega e pescogo 520(62,0) 47(9,0)
Tumor toracico e de mediastino 39(4,6) 4(10,3)
Tumor abdominal 136(16,2) 11(8,1)
Tumor pélvico 86(10,3) 8(9,3)
Outros 58(6,9) 4(6,9)
ESTADIO CLINICO

EC I-lI 242(28,8) 18(7,4)
EC IlI-IV 462(55,1) 42(9,1)
SD 135(16,1) 14(10,4)
SINTOMAS B

Presente 300(35,8) 26(8,7)
Ausente 445(53,0) 39(8,8)
SD 94(11,2) 9(9,6)
IPI

BR-IR 512(61,1) 44 (8,6)
IR-AR 163(19,4) 11(6,8)
SD 164(19,5) 19(11,6)
EVOLUCAO CLINICA

OBITOS 402(47,9) 33(8,2)
[MPD] 396(47,2) 33(8,3)
[MPC] 6(0.7) 0(0)
VIVOS 437(52,1) 41(9,4)
[VSD] [224;26,7%] [26;11,6%)]
[VCD] [213;25,4%)] [15;7,0%]
TRATAMENTOS

Somente QT 17(2,0) 0(0)
Somente RT 5(0,6) 0(0)
Com QT+RT 546(65,1) 44(8,1)
SD 281(33,5) 30(10,7)
Esquema CHOP 261(31,0) 20(7,7)
Esquema CHOP-BLEO 51(6,1) 6(11,8)
Esquema CHOP-R 62(7,4) 3(4,8)
Outros esquemas 189(22,5) 15(7,9)
SD para QT 276(33,0) 30(10,9)
TOTAL 839 (100) 74(8,8)

*SD=sem dados; Estadio clinico Ann Arbor: EC I-ll doenga menos avangada, EC IlI-IV
doenga mais avangada (EC llI-1V); IPI=indice de progndstico internacional, escalonado em
BR=baixo risco 0-2 (incluido IR=risco intermediario baixo) e AR=alto risco >2 (incluido
intermediario alto): Apéndice 3, Quadro 11 e 12; VSD= vivo sem doencga; VCD=vivo com
doenca; MPD=morto pela doenga; MPC=morto por outra causa;CHOP/CHOP-R, esquemas

terapéuticos (Critérios clinicos e terapéuticos, Apéndice 2).
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Figura 24 - Sobrevida doencga especifica (SDE) de pacientes com linfoma
DGCB que usaram o esquema CHOP, em seguimento clinico de 180m

(n=261).

Tabela 35 - Resumo das taxas de sobrevida dos 261 pacientes com linfoma
DGCB que usaram esquema CHOP, em relacido a expressao de EBV

Taxa de sobrevida relativa (%), em 15 anos.

EBV negativo n=241 (92,3%)
Obitos n=113(46,9%)
Vivos n=128(53,1%)
EBV positivo n=20(7,7%)
Obitos n=7 (35,0%)

Vivos n=13(65,0%)
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Figura 25 - Sobrevida de doencga especifica (SDE) de pacientes com linfoma

DGCB que usaram os esquemas CHOP-R e CHOP-BLEO, com seguimento

clinico de 60m (n=113).

Tabela 36 - Resumo das taxas de sobrevida dos 113 pacientes com linfoma
DGCB que usaram esquemas CHOP-R e CHOP-BLEO, em relagdao a

expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 5 anos.

EBV negativo
Obitos

Vivos

EBV positivo
Obitos

Vivos

n=104 (92,0%)
n=47(45,2%)
n=57(54,8%)

n=9 (8,0%)
n=5 (55,6%)
n=4 (44,4%)
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Tabela 37 - Pacientes adultos com linfoma DGCB, dados clinicos e EBV.

ADULTO JOVEM ADULTO MADURO
CATEGORIAS

N(%) EBV(%) | N(%) EBV(%)
ESTADIO CLINICO
EC Il 116(26,2) 8(6,9) 121(32,1) 9(7,4)
EC llI-IV 265(58,8) 27(10,2) | 191(50,7) 13(6,8)
SD 69(15,3) 8(11,5) 65(17,2) 5(7,7)
IPI
BR-IR 297(66,0) 28(9,4) 214(63,9) 15(7,0)
IR-AR 78(17,3) 6(7,7) 81(22,0) 5(6,2)
SD 75(16,6) 9(12,0) 110(29,2) 7(6,3)
SINTOMAS B
Presenca 167(37,1) 17(10,2)  |131(34,7) 9(6,9)
Auséncia 232(51,5) 21(9,1) 206(54,6) 17(8,3)
SD 51(11,3) 5(9,8) 40(10,6) 1(2,5)
EVOLUCAO CLINICA
OBITOS 220(48,8) 20(9,1) 178(47,2) 13(7,3)
[MPD] [218;48,4%)] [20:9,2%] | [174;46,2%] [13;7,5%)]
[MPC] [2;0,4%] [0;0] [4:1,1%] [0]
VIVOS 230(51,1) 23(10,0) | 199(52,8) 14(7,0)
[VSD] [120;26,6%)] [13;10,8%)] |[98;26,0%] [10;10,2%]
[VCD] [110;24,4%)] [10;9,1%] |[101;26,8%] [4;3,9%]
Total 450(100) 43(9,5) 377(100) 27(7,2)

*SD=sem dados; EBV=Epstein Barr virus; Estadio clinico Ann Arbor: EC I-ll doenga menos

avangada, EC IlI-IV doenga mais avangcada (EC IllI-IV);

IPI=indice de progndstico

internacional, BR=baixo risco 0-2 (incluido IR-BR=risco intermediario baixo) e AR=alto risco

>2 (incluido IR-AR=risco intermediario alto); VSD= vivo sem doenc¢a; VCD=vivo com

doenca; MPD=Mortos pela doenga; MPC=mortos por outra causa (critérios clinicos

Apéndice 2).



105

4.3.3 Linfoma Folicular
o Dados demogréficos e EBV

Do total de 309 pacientes elegiveis no estudo, houve perda de 2,2%
de casos na inclusdo tecidual tumoral em blocos de Tissue Microarray (n=7),
sendo avaliados 302 pacientes para a deteccéo viral. Destes, 41,7% sao
masculinos (126/302) e 53,6% femininos (162/302), com 14 casos sem
informacdo documental adequada. O grupo étnico branco foi predominante
com 85,1% (257/302), 7,9% nao brancos (24/302), e 21 pacientes sem
informacg&o sobre a etnia. Em sua maioria (64%) tiveram origem da regiao
sul-sudeste do pais (n=193), com menor frequéncia (17,5%; n=53) para
pacientes originados das regides geograficas agrupadas N-NE-CO, e de
outras nagoes (4,6%; n=14) ou sem informacgdes (12,5%; n=38).

Os adultos predominam no tipo histologico (95%), sendo observado
um caso infantil e 14 sem dados de idade nos documentos avaliados. Os
adultos mais jovens (15,1 a 60 anos) representaram 50% dos casos
(151/302) e 44,4% (136/302) adultos mais maduros (>60 anos). A maioria
dos pacientes foram diagnosticados em periodos mais recentes: 48,7% em
P3 (2000-2008; n=147), 43,7% em P2 (1980-1999; n=132) e 7,6% em P1
(1954-1979; n=23).

Em relagdo ao EBV 8,6% (26/302) dos pacientes com linfoma folicular
expressaram o virus. A frequéncia de EBV foi semelhante quanto ao grau
histolégico 1, 2 e 3, e levemente aumentado para o de maior grau,
respectivamente, 8,5% (5/59), 8,3% (11/133) e 8,8% (5/57). Apenas 18%

dos casos (53/302) nao foram classificados quanto ao grau histoldgico, e
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destes, 9,4% (5/53) foram positivos ao EBV. Em homens a frequéncia de
EBV foi maior (12,7%; 16/126) e menor em mulheres (6,2%; 10/162); nédo
nouve expressao de EBV nos 14 casos sem identificacdo do género. Nao
houve significancia estatistica para a distribuicdo de EBV entre os linfomas
foliculares e os de géneros (p=0.064).

Entre os grupos étnicos as frequéncias de EBV foram semelhantes,
em brancos 8,6% (22/257) e n&o brancos 8,3% (2/24); houve 9,5% (2/21) de
positividade em pacientes sem dados de etnia. A prevaléncia viral foi de
13,2% (7/53) para os procedentes das regides N-NE-CO e de 8,8% (17/193)
para os das regides S-SE; 5,3% (2/38) de positividade ocorreu em pacientes
sem identificacdo de procedéncia. Nao houve expressdo de EBV nos 18
pacientes de outras nacdes. Nao houve associacdo quanto a expressao de
EBYV da etnia (p=1.0) e procedéncia geografica (p=0.4314).

Individuos adultos corresponderam a 95% (287/302) dos casos de
linfoma folicular, sendo a expressdao de EBV exclusiva nesta faixa etaria.
Nos adultos mais jovens (15,1-60 anos) foram EBV+ 7,9% dos casos
(12/151) e em adultos mais velhos (>60 anos), 10,3% (14/136; p=0.5405).

Quanto ao periodo de diagndstico, os casos EBV+ foram assim
distribuidos: nenhum caso em P1 (1954-1979; n=23), 12,1% de casos em P2
(1980-1999; 16/132) e 6,8% dos casos em P3 (2000-2008; 10/147;

p=0.1507).
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o Dados clinicos e EBV

Os dados clinicos e EBV dos pacientes adultos (n=287) sao descritos
resumidamente na Tabela 38. O sitio primario ao diagndstico incluiu: cabeca
e pescogco (48,1%), pélvis (18,5%), térax/mediastino (16,4%), abdomen
(8,0%) e outros/informacgao ausente (9,1%).

A maioria dos pacientes clinicamente apresentaram doenga avangada
(59,6%; 171/287) em relagao a estadios |-l (19,5%; 56/287). Em 55,7% dos
casos nao havia sintomas B (160/287) e para 28,6% (82/287) estes estavam
presentes. E, 206/287 pacientes estavam com baixos indices progndsticos
(71,7%) e 12,5% estavam com indices altos (36/287). Em relagdo a
evolugao, dos 66,5% (191/287) dos pacientes vivos no ultimo retorno, 90
(33,8%) nao apresentavam sinais de doenga. O numero de o6bitos foi de 96
(33,4%), havendo informe de 6bito pela doenga em 93% dos casos (93/287;
Tabela 38).

A maioria dos pacientes com linfoma folicular realizou apenas
quimioterapia 49,1% (141/287) e 21,3% (61/287) combinada a radioterapia.
Apenas 1% (3/287) fez radioterapia isolada e de 28,6% nado havia
informagdes (82/287). O esquema mais utilizado foi o CHOP (23,3%;
67/287), seguido pelo COP (19,8%; 57/287), CHOP/Bleomicina (4,2%;
12/287) e Rituximab/CHOP (6,3%; 18/287). Outros esquemas e
combinagdes foram utilizados por 18,8% (54/287) dos pacientes (Tabela
38).

Em relacdo a expressdo de EBV (9,1%; 26/287) nas diferentes

topografias de diagndstico, temos: cabecga e pescog¢o 10/138 (7,3%), pélvis
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6/53 (11,3%), térax/mediastino 3/47 (6,4%), abdomen 3/23 (13%) e outras
localizagbes 4/26 (15,4%; p=0.6339). Quanto ao estadio, no grupo I-ll a
frequéncia de EBV+ foi 3/56 (5,4%) e no grupo llI-IV 16/171 (9,4%;
p=0.4162). Dos que apresentaram sintomas B, 9/82 (11%) foram EBV+ e no
caso contrario 10/160 (17,9%; p=0.2129). Dos pacientes com indices
prognosticos mais favoraveis, 14/206 (6,8%) foram EBV+ e com menos
favoraveis 5/36 (13,8%; p=0.1732). Dos pacientes vivos no ultimo retorno,
16/191 (8,4%) eram EBV+ e dos que evoluiram a 6bito 10/96 (10,4%; Tabela
38).

O estudo de sobrevida global dos pacientes adultos (n=287) nao teve
associagao significativa com o status do EBV (p= 0.08; Tabela 39; Figura

26).
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Tabela 38 - Frequéncia da expressao de EBV nos pacientes adultos com
linfoma de Folicular, em relagdo aos dados clinicos.

DADOS CLINICOS N (%) EBV+ (%)
TOPOGRAFIA
Tumor de cabega e pescogo 138(48,1) 10(7,3)
Tumor toracico e de mediastino 47(16,4) 3(6,4)
Tumor abdominal 23(8,0) 3(13,0)
Tumor pélvico 53(18,5) 6(11,3)
Outros 26(9,1) 4(15,4)
ESTADIO CLINICO
EC I-lI 56(19,5) 3(5,4)
EC IlI-IV 171(59,6) 16(9,4)
SD 60(20,9) 7(11,6)
SINTOMAS B
Presente 82(28,6) 9(11,0)
Ausente 160(55,7) 10(17,9)
SD 45(15,7) 7(15,5)
IPI
BR-IR 206(71,7) 14(6,8)
IR-AR 36(12,5) 5(13,8)
SD 45(15,7) 7(15,5)
EVOLUCAO CLINICA
OBITOS 96(33,4) 10(10,4)
[MPD] [93;32,4%] [10;10,7%]
[MPC] [3;1,0%] [0;0]
VIVOS 191(66,5) 16(8,4)
[VSD] [97; 33,8%] [5; 5,2%]
[VCD] [94; 32,8%] [11;11,7%)]
TRATAMENTOS
Somente QT 141(49,1) 8(5,6)
Somente RT 3(1,0) 0
Com QT+RT 61(21,3) 9(14,8)
SD 82(28,6) 9(10,9)
Esquema CHOP 68(23,3) 8(11,8)
Esquema CHOP-BLEO 12(4,2) 1(8,3)
Esquema CHOP-R 18(6,3) 1(5,5)
Esquema COP 57(19,8) 4(7,0)
Outros esquemas 53(18,5) 3(5,6)
SD para QT 79(27,5) 9(11,3)
*SD=sem dados;Estadio clinico Ann Arbor: EC I-ll doenga menos avangada, EC IlI-IV

doenca mais avangada (EC llI-1V); IPI=indice de progndstico internacional, escalonado em
BR=baixo risco 0-2 (incluido IR=risco intermediario baixo) e AR=alto risco >2 (incluido
intermediario alto); VSD= vivo sem doenga; VCD=vivo com doenga; MPD=morto pela
doenga; MPC=morto por outra causa; COP/CHOP/CHOP-R, esquemas terapéuticos
(Apéndice 2).
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Figura 26 - Sobrevida global (SGD) de pacientes adultos com linfoma

Folicular, em seguimento clinico de 180m (n=287).

Tabela 39 - Resumo das taxas de sobrevida dos 287 pacientes com linfoma
folicular, em relagdo a expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 15 anos.

EBV negativo n=261 (90,9%)
Obitos n=86(32,9%)
Vivos n=175(67,1%)
EBV positivo n=26 (9,1%)
Obitos n=14 (53,8%)

Vivos n=12 (46,2%)
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Quando a sobrevida dos pacientes adultos que utilizaram somente o
esquema CHOP foi analisada em relacéo ao status do EBV (11,8%; 8/68),
houve diferenca significativamente menos favoravel para os EBV+ (p=0.003;

Tabela 40; Figura 27).
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Figura 27 - Sobrevida de doenca especifica (SDE) de pacientes adultos com
linfoma Folicular que usaram o esquema CHOP, em seguimento clinico de
60m (n=68).

Tabela 40 - Resumo das taxas de sobrevida dos 68 pacientes com linfoma
folicular que usaram o esquema CHOP, em relacéo a expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 5 anos.

EBV negativo n=60 (88,2%)
Obitos n=25(41,7%)
Vivos n=35(58,3%)
EBV positivo n=8 (11,8%)
Obitos n=7 (87,5%)

Vivos n=1(12,5%)
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Na estratificagdo etaria em adultos, os mais jovens (AD-J 15,1-
60anos, n=151) e maduros (AD-M >60anos) apresentaram doenca mais
avancgada (estadios llI-1V), respectivamente em 31,8% e 61% dos casos. O
indice progndstico mais favoravel ocorreu, respectivamente, em 72,2% e
71,3% dos casos. Os sintomas B estiveram ausentes, respectivamente, em
53,1% e 58,8% dos casos (Tabela 41). No ultimo retorno clinico, dos 74,2%
AD-J, metade estava com e outra metade livre de neoplasia.

Em relagdo ao status do EBV, os AD-J tiveram 10,3% de positividade
e os AD-M 7,9% (p=0.5405; Tabela 41). Dentre os pacientes com doenca
mais avancgada (estadios IlI-IV) a prevaléncia do EBV foi 8,3% (4/48) nos
AD-J e 10,8% (9/83) nos AD-M (p=0.7674). Dentre os pacientes com
sintomas B, 6,8% dos AD-J eram EBV+ contra 15,8% dos AD-M (p=0.2907).
Dentre aqueles sem sintomas B, 5% dos AD-J e 7,5% dos AD-M eram EBV+
(p=0.5314). As frequéncias de EBV+ entre os AD-J com indices
prognosticos mais e menos favoraveis foram 4,6% e 14,3%,
respectivamente. Entre os AD-M, estas frequéncias foram de 9,3% e 14,3%,
respectivamente (p=0.2674; Tabela 41).

A analise de sobrevida global dos pacientes adultos mais jovens ou
maduros, segundo o status do EBV, seguidos por 15 anos, ndo se mostrou
diferente (p=0.69 e 0.54, respectivamente). Tampouco houve significancia
quando avaliados os pacientes AD-M, segundo o indice de progndstico mais
favoravel e o status do EBV (p=0.432). Entretanto, em pacientes AD-J foi
demonstrada sobrevida desfavoravel para os EBV+ nos casos de indice de

prognéstico mais favoravel (p=0.04; Tabela 42; Figura 28).
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Tabela 41 - Pacientes adultos com linfoma folicular: dados clinicos e EBV,
segundo a faixa etaria com corte em 60 anos.

15,1-60 anos > 60 anos
CATEGORIAS
N(%) EBV(%) N(%) EBV(%)
ESTADIO CLINICO
EC I-Il 27(17,9) 0(0) 29(21,3) 3(10,3)
EC lI-IV 48(31,8) 4(8,3) 83(61,0) 9(10,8)
SD 76(50,3) 8(10,5) 24(17,6) 2(8,3)
IPI
BR-IR 109(72,2) 5(4,6) 97(71,3) 9(9,3)
IR-AR 14(9,3) 2(14,3) 21(15,4) 3(14,3)
SD 28(18,5) 7(25) 18(13,2) 2(11,1)
SINTOMAS B
Presenca 44(29,1) 3(6,8) 38(27,9) 6(15,8)
Auséncia 80(53,1) 4(5,0) 80(58,8) 6(7,5)
SD 27(17,8) 5(18,5) 18(13,2) 2(11,1)
EVOLUCAO CLINICA
OBITOS 39(25,8) 3(7.6) 55(40,4) 7(12,7)
[MPD] [38(15,2) 3(7,8)] [53(38,9) 7(13,2]
[MPC] [1(0,6) 0(0)] [2(5,5) 0(0)]
VIVOS 112(74,2) 9(8,0) 81(59,5) 7(8,6)
[VSD] [56(37,1) 3(5,3)] [43(31,6) 2(4,6)]
[VCD] [56(37,1) 6(10,7)] [38(27,9) 5(13,1)]
Total 151 12(7,9) 136 14(10,3)

*SD=sem dados; EBV=Epstein Barr virus; Estadio clinico Ann Arbor: EC I-ll doenga menos
avangada, EC Ill-IlV doenca mais avangada (EC IlI-IV); IPI=indice de progndstico
internacional, BR=baixo risco 0-2 (incluido IR-BR=risco intermediario baixo) e AR=alto risco
>2 (incluido IR-AR=risco intermediario alto): VSD= vivo sem doenca; VCD=vivo com
doenca; MPD=Mortos pela doenga; MPC=mortos por outra causa (critérios clinicos,
Apéndice 2).
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Figura 28 - Sobrevida global de pacientes adultos mais jovens (15,1 a 60
anos) com linfoma folicular e IPI baixo + intermediario, em seguimento

clinico de 60m (n=109), segundo o status de EBV.

Tabela 42 - Resumo das taxas de sobrevida dos 109 pacientes com linfoma
folicular (15,1-60 anos), com indices prognodsticos mais favoraveis, em
relagao a expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 5 anos.

EBV negativo n=104 (95,4%)
Obitos n=29(27,8%)
Vivos n=75(72,2%)
EBV positivo n=>5 (4,6%)
Obitos n=3 (60%)

Vivos n=2 (40%)
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Se considerarmos ambos os grupos adultos juntos (> 15 anos) com

indice progndstico mais favoravel (n=206), ha significativa diferenga na

sobrevida global de 5 anos, desfavorecendo os EBV+ (p=0.01; Tabela 43;

Figura 29).
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Figura 29 - Sobrevida global de pacientes, todos os adultos com linfoma

folicular e indice de progndstico (0-2), com seguimento clinico de 60 m

(n=206).

Tabela 43 - Resumo das taxas de sobrevida dos 206 pacientes com linfoma
folicular (>15 anos), com indices progndsticos mais favoraveis, em relagdo a
expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 5 anos.

EBV negativo n=192 (93,2%)
Obitos n=70(36,4%)
Vivos n=122(63,6%)
EBYV positivo n=14 (6,8%)
Obitos n=10 (71,4%)

Vivos n=4 (28,6%)
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4.3.4 Linfomas T

o Dados demograficos e EBV

Dos 126 casos de linfomas T/NK periféricos, 124 foram avaliaveis para
EBV. Destes, 53 (42,7%) eram de tipos especificos reconhecidamente
negativos para EBV e foram excluidos da descricdo mais detalhada abaixo:
50 do tipo grandes células anaplasicas CD30+, um hepatoesplénico e dois
linfomas/leucemias T do adulto, relacionados ao HTLV1. Todos esses casos
foram, de fato, negativos para EBV. Dentre os 71 casos restantes (57,3%), a
maior parte correspondeu aos linfomas T periféricos SOE (63,3%; 45/71). Os
outros tipos corresponderam a linfomas T/NK do tipo nasal (22,5%; 16/71) e

T-angioimunoblastico (14,1%; 10/71).

A maioria dos 71 pacientes com linfoma T/NK periféricos eram adultos
(>15 anos: 95,7%; 68/71). Destes, os adultos jovens (15-60 anos)
compreenderam 69,1% dos casos (47/68) e os maduros (> 60 anos) 30,9%
(21/68). A etnia branca é predominante (90,1%; 64/71), e os ndo brancos
foram 9,8% (7/71). Em relagdo ao género, o masculino representa 78,9%
dos casos (56/71) e o feminino 21,1% (15/71). Estes pacientes procederam,
em sua maioria, da regido sul-sudeste do pais 66,2% (47/71), sendo 9,8%
de outras regides agrupadas (N-NE-CO; 7/71) e 23,9% sem dados sobre a
procedéncia (17/71). A distribuicdo dos diagnodsticos nos trés periodos
estudados foi de 16 casos cada (22,5%) nos periodos P1 (1954-1979) e P2

(1980-1999) e de 39 casos (54,9%) em P3 (2000-2008).
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Dentre esses 71 casos a frequéncia de EBV foi de 39,4% (28/71),
sendo em brancos 37,5% (24/64) e 57,1% em nao brancos (4/7). Nos
géneros a frequéncia de positividade para EBV foi menor para homens
(33,9%; 19/56) que para mulheres (60%; 9/15). Quanto a procedéncia,
36,2% dos casos positivos (17/47) eram do sul-sudeste, 28,6% (2/7) das
outras regides agrupadas (N-NE-CO) e 52,9% sem dados sobre a
procedéncia (9/17).

No grupo infanto-juvenil (< 15 anos), 2 de 3 pacientes com linfoma
T/NK periférico foi positivo para o EBV. Nos adultos jovens (15-60 anos) a
frequéncia de EBV foi de 32% (15/47) e nos adultos mais velhos foi 38,1%
(8/21). No periodo de diagnostico P1 (1954-1979), 37,5% dos pacientes foi
EBV+ (6/16), em P2 (1980-1999) esses pacientes eram 62,5% (10/16) e em
P3 (2000-2008) eram 30,7% (12/39).

A positividade para EBV foi de 81,3% nos linfomas T/NK do tipo nasal
(13/16), 40% para o T-angioimunoblastico (4/10) e 24,4% nos linfomas T

periféricos SOE (11/45; p= 0.0003).

. Dados clinicos e EBV

O perfil clinico dos pacientes com linfomas T/NK e os com positividade
para EBV estdo sumarizados na Tabela 44. Nao foi observada diferencga
significativa para nenhum dos parametros em relagcéo aos casos positivos ou

negativos para esse virus.
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Tabela 44 - Frequéncia da expressao de EBV nos pacientes com linfoma T,

em relagao aos dados clinicos.

DADOS CLINICOS N (%) EBV+ (%)
TOPOGRAFIA
Tumor de cabega e pescogo 36(48,6) 19(52,7)
Tumor toracico e de mediastino 7(9,4) 1(14,2)
Tumor abdominal 5(6,7) 1(20)
Tumor pélvico 3(4,1) 2(66,6)
Outros 20(28,1) 5(25,0)
ESTADIO CLINICO
EC I-lI 12(16,2) 5(41,6)
EC IlI-IV 40(54,1) 15(37,5)
SD 22(29,7) 8(36,3)
SINTOMAS B
Presente 15(20,3) 6(40,0)
Ausente 40(54,1) 16(40,0)
SD 16(22,5) 6(37,5)
IPI
BR-IR 8(10,8) 3(37,5)
IR-AR 21(28,4) 8(38,1)
SD 42(59,2) 17(40,5)
EVOLUCAO CLINICA
OBITOS 39(54,9) 15(38,5)
[MPD] [39;54,9%] [15;38,5]
[MPC] [0;0] [0;0]
VIVOS 32(45,1) 13(39,4)
[VSD] [6;8,1%] [3;50%]
[VCD] [26;36,6%] [10;38,4%]
TRATAMENTOS
Somente QT 28(37,8) 10(35,7)
Somente RT 1(1,4) 0
Com QT+RT 19(25,6) 6(31,6)
SD 23(32,4) 12(52,2)
Esquema CHOP 23(31,1) 10(43, 5)
Esquema CHOP-BLEO 2(2,7)
Esquema COP/COAP 4(5,4) 1(25, 0)
Outros esquemas 18(24,3) 5(27,7)
SD para QT 24(33,8) 12(50,0)
TOTAL 71(100) 28(39,4)
*SD=sem dados;Estadio clinico Ann Arbor: EC I-ll doenga menos avangada, EC IlI-IV

doenga mais avangada (EC llI-IV); IPI=indice de progndstico internacional, escalonado em

BR=baixo risco 0-2 (incluido IR=risco intermediario baixo) e AR=alto risco >2 (incluido

intermediario alto); VSD= vivo sem doenca; VCD=vivo com doeng¢a; MPD=morto pela

doenca; MPC=morto por outra causa; COP/CHOP, esquemas terapéuticos (Apéndice 2).
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A sobrevida global dos 71 pacientes com linfomas T/NK ndao mostrou

influéncia da expressao de EBV (p= 0.65; Tabela 45, Figura 30).
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Figura 30 - Sobrevida global de pacientes adultos com linfoma T, com

seguimento clinico de 3 anos (n=71).

Tabela 45 - Resumo das taxas de sobrevida dos 71 pacientes com linfoma

T, em relacdo a expressao de EBV.

Taxa de sobrevida relativa (%), em 3 anos

EBV negativo n=43 (60,6%)
Obitos n=70(55,8%)
Vivos n=122(44,2%)
EBV positivo n=28 (39,4%)
Obitos n=15 (53,6%)

Vivos n=13 (46,4%)
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4.4 LINFOMAS E HHVS8

o Dados Demograficos e clinicos

Do total de 2693 linfomas incluidos neste estudo, 101 (4%) foram
perdidos, restando 2592 para avaliagdo do HHV8 por imunoistoquimica e
hibridizagao in situ. Para os LH houve perda de 9/889 casos (1%) e para os
LNH a perda foi de 92/1804 casos (5,1%). Nenhum dos 880 casos de
linfoma de Hodgkin estudados revelou expressao de HHV8. Em relagao aos
LNH, 6/2592 casos (0,2%) foram positivos. Destes, 5 casos foram
detectados por imunoistoquimica e apenas 2 por HIS. Dentre os 6 casos
HHV8+, 3 eram de linfoma difuso de grandes células B (LDGCB, sendo
3/863, ou 0,3%), 2 em linfoma folicular (sendo 2/305, ou 0,7%) e um em
linfoma plasmablastico (1 de 4 casos).

Dentre os LDGCB, um dos pacientes tinha 19 anos e dois 38 anos, um
era do género feminino e dois do masculino, todos procedentes da regiao
sudeste e de etnia branca. Dois dos casos tiveram o diagnéstico no periodo
P2 e um em P3. Um dos pacientes teve diagndstico em lesao de pele e
apresentava disseminacao para sistema nervoso central ao estadio. Um dos
pacientes teve coexpressdo do HHV8 com EBV e SV40 e um outro,
coexpressao do HHV8 com EBV. Nenhum dos dois era soropositivo para
HIV. Ambos estavam em estadio IlI-IVB e com IPl de baixo risco.
Receberam CHOP + radioterapia, sem indicios de recidivas. Ambos estavam
vivos livres de doenca, um apdés um ano e outro apds 10 anos do
diagndstico. Uma unica paciente n&o apresentou coexpressao do HHV8 com

outros virus. Apresentava-se gestante ao diagnostico, tendo recebido
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tratamento tardiamente (11 semanas de gestagao): foi refrataria ao CHOP,
novamente tratada com ICE-R + radioterapia, sem resposta, com o6bito 19
meses apos o diagnostico.

Os dois pacientes com expressao de HHV8 em linfoma folicular eram
do género feminino, de 55 e 66 anos, provenientes da regido sudeste, de
etnia branca e foram diagnosticados no periodo P2. Ambos estavam vivos
no ultimo retorno clinico, um com e o outro sem evidéncia da doenca.
Apenas um deles foi estadiado, com doenga avancada (EC Ill) e com
informacéo clinica terapéutica.

O esquema inicial foi CHOP e radioterapia, tendo apresentado duas
recidivas ao longo do tratamento, com troca de esquema quimioterapico
para ciclofosfamida e fludarabina até a remissao clinica no ano de 2006,
finalizando 8,4 anos de seguimento clinico. O outro era soropositivo para
HIV, sem informagdes clinicas logo apds a realizagdao do diagndstico e
informacéao de estar vivo na ultima consulta.

O paciente com linfoma plasmablastico era do género masculino, 35
anos, branco, procedente da regido sudeste e diagnosticado em P3 (2002).
A topografia do diagndstico foi em intestino e nado havia informagdes

precisas no prontuario quanto a sua evolucao ou status do HIV.
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4.5 LINFOMAS E SV40

o Dados Demograficos e clinicos

Dentre os 2693 linfomas, o estudo para a deteccdo de SV40 por
imunoistoquimica foi formado por 1676 linfomas ndo Hodgkin e 880 linfomas
de Hodgkin, sendo que em 5,1% dos casos (137/2693) houve perda dos
tecidos. Houve 19 (0,7%) casos considerados positivos para o SV40: 10 LH
e 9 LNH. Ademais, em 200 amostras foi utilizada a hibridizagao in situ para
os poliomavirus BKV e JCV, incluindo casos considerados positivos para o

SV40, sem reatividade para aqueles.

o Linfoma de Hodgkin e SV40

Todos 880 casos de LH foram negativos a pesquisa imunoistoquimica
para SV40, enquanto 10/717 (1,4%) foram considerados positivos por HIS.
Os casos positivos corresponderam a 9 homens e 1 mulher, idade mediana
de 11,1 anos, 8 brancos e 2 nao-brancos e todos procedentes da regiao
sudeste. Os periodos de diagnostico foram 3 em P2 e 7 em P3. Todos os
pacientes eram do tipo LH classico, esclerose nodular. Metade dos casos
(5/10) apresentavam coexpressao de EBV.

A topografia predominante foram os linfonodos cervicais (9/10), sendo
um caso diagnosticado em linfonodo inguinal. Seis pacientes tiveram estadio
I-1l, dois lll-IV e de outros 2 ndo havia informacgdo. Sintomas B estavam
presentes em 2/8 pacientes. O IPI foi de risco baixo + intermediario baixo em

6/7 pacientes e alto em 1/7. Todos os pacientes estavam vivos no ultimo
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retorno clinico, sendo 6/10 sem doencga evidente e 4/10 com doenga em

atividade (mediana de seguimento clinico de 35 meses).

o Linfoma ndo Hodgkin e SV40

Dos 1804 pacientes com linfoma ndo Hodgkin, 7% (128/1804) n&o
foram estudados pelo método de imunoistoquimica e 14% nao foram
avaliados por HIS (255/1804), devido a perda tecidual. A detecgao do virus
foi de 0,6% em linfomas n&o Hodgkin (9/1549), todos exclusivamente por
HIS e em pacientes com LDGCB (1,1%; 9/847). Destes nove pacientes do
LDGCB, 8 eram homens e 1 mulher, 5 da regido sudeste, um da nordeste e
3 sem procedéncia documentada, 5 pacientes entre 19-60 anos e 4 acima
dos 60 anos.

O periodo de diagnostico foi P2 em 2 casos e P3 em 7/9. A topografia
de diagndstico foi a regido de cabecga e pescog¢o em 7 casos abdominal em 2
e toracica em um. Dos nove casos de LDGCB positivos para SV40 apenas
um apresentou coexpressdo de EBV, mas nenhum era soropositivo para
HIV. O paciente com coexpressdo de SV40 e EBV tinha 19 anos, era do
sexo masculino, apresentava-se no estadio IlI-B e com IPI de 1. Foi tratado
com CHOP, tendo obtido remissao clinica, sem recidiva ao longo dos 10
anos de seguimento.

Os 8 pacientes com expressdo exclusiva de SV40 apresentaram
mediana de 60,1 anos, 7 eram homens 4 faleceram em decorréncia da

doenca.
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4.6 LINFOMA DE HODGKIN E HIV, CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os relatos clinicos, em LH classicos 14 pacientes
foram soropositivos para HIV em 679 prontuarios revistos (2,1%). Destes 7
eram do tipo esclerose nodular, 6 celularidade mista e um deplecao
linfocitaria. Importante esclarecer que o numero de casos HIV positivos sao
subestimados. Este fato é justificado devido a presenga de informacdes
clinicas duvidosas combinadas a falta de exames laboratoriais necessarios
para certificacdo da positividade ao virus, nos prontuarios estudados. Além
disso, a relevancia clinica para o estudo viral foi acentuada na década de 90,
menor para a década de 80 e ausente em anos anteriores.

A mediana de idade foi 30,3 anos, 10 eram homens e 4 mulheres, a
maioria era procedente da regido sudeste e de etnia branca. A topografia de
diagndstico predominou na regido da cabecga e pescogo (11/14). O periodo
de diagndstico foi P1 em um caso, P2 em 5 e P3 em 8. Nove pacientes
tinham sintomas B. Dez estavam vivos no ultimo retorno clinico (mediana de
seguimento clinico=50 meses) dois haviam falecido e dois estavam vivos
com doenga.

Treze dos 14 pacientes com HIV (93%) apresentavam expressao de
EBV na neoplasia, mas nao houve expressao de HHV8 ou SV40. O paciente
soropositivo para HIV sem expressao neoplasica de EBV foi diagnosticado
em 2005 com um ndédulo anal, aos 44 anos, com doenga avancada e
coinfecgao pelo virus da hepatite C. Foi tratado com ABVD e anti-retroviral,
estando vivo e sem doenga no ultimo retorno clinico (seguimento clinico de

50 meses).
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4.7 LINFOMA NAO HODGKIN E HIV, CONSIDERACOES FINAIS

Entre os LNH 34 casos eram soropositivos para HIV em 1575
prontuarios estudados (2,2%). Os tipos histologicos encontrados foram:
LDGCB, com 27 pacientes, linfoma folicular, com 2 casos e um caso cada
um, de linfoma T periférico SOE, linfoma primario das cavidades serosas,
linfoma da zona marginal nodal, linfoma plasmablastico e linfoma de grandes
células anaplasicas CD30+/ALK-. Como descrito para os casos de linfomas
de Hodgkin, os casos HIV positivos s&o subestimados, devido a:
infrequéncia de exames clinicos laboratoriais comprabotérios a
argumentagao clinica e a relevancia clinica para o estudo viral mais evidente
na década de 90.

Dentre os 34 pacientes com LNH e soropositivos para HIV, 14
(41,2%) apresentaram expessao de EBV em 11 LDGCB e um caso de cada
tipo de linfoma folicular, linfoma primario das cavidades serosas e linfoma
plasmablastico. Dois dos 11 pacientes com LDGCB apresentavam sorologia
positiva para virus da hepatite C (HCV), além da soropositividade para HIV e
da expressao de EBV na neoplasia.

A idade mediana foi de 60,1 anos, a maioria do género masculino
(7/11), brancos (10/11) e da regido sul-sudeste (8/11). A coinfecgdo com o
HCV estava presente em um paciente de procedéncia nordestina e um
italiano. Dois paciente foram diagnosticados em P2 e 9 em P3. A topografia

tumoral mais frequente foi a cabeca e pescogo. O seguimento clinico foi
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curto, com mediana de atendimento de 3 meses, sendo que 9/11 pacientes
estavam mortos pela doenca.

Dentre os dois casos de linfoma folicular um paciente apresentou
coexpressao de EBV, este tinha 34 anos, masculino, branco e da regiao
sudeste do pais. O diagnéstico inicial foi realizado no ano de 2005, em
estadio avangado (IV), e teve seguimento clinico de 16 meses. Nao ha

maiores informagdes, mas consta que o paciente estava vivo com doencga.
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5 DISCUSSAO

5.1 LINFOMAS DE HODGKIN E EBV

Registros nacionais de cancer (2000-2005) demonstram alta
incidéncia da doenga, em criangcas e adolescentes, com 9,8 milhdes de
casos na média populacional, maior em meninos (FERREIRA et al. 2012). A
etiopatogenia € avaliada, segundo critérios epidemioldgicos, tipo histologico,
localizagdo primaria do tumor, etnia, sexo e idade (Ministério da Saude
2009).

Dentre os tipos histologicos mais comuns em linfoma de Hodgkin
classico a Esclerose Nodular (ENOD) e a Celularidade Mista (CM), foi mais
incidente em nosso estudo em 70% e 23%, respectivamente. VASSALLO et
al. (2005) descrevem frequéncias semelhantes ENOD (69,2%) e CM
(21,1%), de pacientes do sudeste brasileiro, maioria masculinos (60%)
atendidos entre 1990-2000. As frequéncias desses linfomas podem variar
quanto a idade, como descrito por BAZZEH et al. (2010), pacientes da
Jordania tiveram incidéncias proximas aos dados brasileiros para a faixa
pediatrica e subtipo CM (22%) e adultos para ENOD (61%).

Nossos dados ainda mostraram que as maiores incidéncias de ENOD
foram maiores para pacientes diagnosticados em periodos mais recentes
(73,6%; P3=2000-2008), em relagdo aos periodos menos recentes (1954-

1999, 61-69%). O subtipo CM teve incidéncia reduzida em P3 (19,8%) em
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relacdo aos periodos passados (24-26%), mas nao houve diferenca
significativa na redugao desses linfomas ao longo dos tempos.

Na literatura discute-se que o linfoma de Hodgkin e seus tipos
histolégicos como ENOD podem estar relacionados ao status
socioecondmico e de forma indireta, as condicdes de vida desses pacientes,
com elevada incidéncia em criangas e adolescentes (CORREA e
O’CONNOR 1971; HARRIS 1998; JARRETT 2002). A Turquia € um grande
exemplo de melhoria do nivel socioecondmico com mudanca do perfil
histolégico do linfoma de Hodgkin infantil, sendo percebida a diminuigdo da
prevaléncia do subtipo CM com aumento de ENOD (ERTEM et al. 1997;
BUYUKPAMUKGCU et al. 1999; OGUZ et al. 2005).

Segundo a importancia da casuistica, de interesse clinico e
associacido a expressdo de EBV, esses linfomas sdo focos de nossa
discussdo. Resumidamente os resultados e apontamentos da literatura
sobre expressao de EBV sao apresentados na Tabela 46.

Dentre as consideragdes de variacbes da expressdao de EBV séo
descritas relagcbes com regides geograficas, condicdo socioecondmica,
muitas vezes, associadas ao desenvolvimento industrial. Segundo a Agéncia
Internacional do Cancer (IARC 1997) o EBV é considerado agente etioldgico
(desde 1997) e em linfoma de Hodgkin discute-se fatores demograficos para
sua associagao, como etnia/raga, género e idade, sendo possivel relaciona-
los a fatores epidemioldgicos. Observou-se no total do estudo 56,4% de

positividade ao EBV, sendo significativamente mais expressivo em pacientes
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com idade infanto-juvenil (73%) e em adultos-maduros (72%), e estes
mantendo diferenca de expressao de EBV em relagédo aos adultos-jovens.

A hipétese de endemicidade de EBV em linfomas de Burkitt € bem
estabelecida em regides da Africa Equatorial, e esporadica em paises
Ocidentais, e em nosso meio, ha sugestao de frequéncia intermediaria no
nordeste do pais. Essa hipotese, para linfoma de Hodgkin classico, na idade
pediatrica é sugerida para a mesma regidao do pais (ARAUJO et al. 1996;
2006) e, se deve a alta frequéncia de EBV (86,7%), mais positivos em
jovens (p=0.051) e nos tipos histolégicos CM (100%) e ENOD (83%), DL
(100%), e ELGUI de OLIVEIRA et al. (2002) sugerem associagéo a condicéo
socioecondmica, e outros estudos enfatizam a relagao aos tipos e idade dos
pacientes (GLASER et al. 1997; ENGEL et al. 2000).

Em nosso estudo o subtipo histolégico CM demonstrou ter
prevaléncia viral pediatrica (92%), sendo que nesta faixa de idade, no total
do estudo tivemos 73% de positividade ao EBV. GLASER et al. (1997)
também se referem a forte associacédo de EBV ao subtipo histolégico, idade
e pior condigdo socioeconémica (>80%), sendo corroborado por ELGUI de
OLIVEIRA et al. (2002).

FLAVELL et al. (2000) sugerem que incidéncias populacionais para
linfoma de Hodgkin no Reino Unido seriam reflexos da presenga de
comunidades mais pobres, e comparativamente, em nosso meio, o sul-
sudeste possue “bolsdes” de comunidades de baixo nivel socioeconbmico

em regides de grande desenvolvimento industrial/econémico. Portanto,
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fatores adicionais nos estudos de prevaléncia viral e sua associagao as
realidades regionais, devem ser melhor esclarecidas.

Em regides do pais com maior desenvolvimento industrial (sudeste)
as frequéncias também foram altas para a faixa pediatrica/CM 83%, 87%
mencionadas por ARMSTRONG et al. (1993) e CHABAY et al. (2008).
BARROS et al. (2010) descrevem frequéncias menores de CM (23%), e
52%, 59%, respectivamente, para pacientes da Argentina e do Sul do pais
descritos por RAZZOUK et al. (1997) e CHABAY et al. (2008). Nao tivemos
diferenca significativa na distribuicdo de EBV entre regides do pais e tipos
histoldgicos.

A prevaléncia do virus atinge 100% dos casos de CM em pacientes
pediatricos, no nordeste do pais (ABREU et al. 1997; ELGUI DE OLIVEIRA
et al. 2002; ARAUJO et al. 2006). Essa frequéncia € alta também na Arabia
Saudita, Peru e Africa do Sul, com variacdes da expressdo, embora altas,
em paises mais desenvolvidos (ARMSTRONG et al. 1993; CHANG et al.
1993; ANDRIKO et al. 1997; RAZZOUK et al. 1997; ENGEL et al. 2000;
KEEGAN et al. 2005; CLAVIEZ et al. 2005).

Nos adultos as frequéncias de CM foram altas em nossos achados,
adulto-jovens (78%) e maduros (81%). No Brasil, a expressao de EBV variou
entre 88-100% nos mais jovens em regides sudeste e nordeste do pais, na
América do Norte e Europa entre 50-86% (MOHAMMED et al. 1995;
NARESH et al. 2000; VASSALLO et al. 2001; KEEGAN et al. 2005; SOUZA
et al. 2010). Na China e no Peru as frequéncias foram alta, semelhantes aos

nossos dados, 74% e 100%.
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Nos adultos (>45 anos), na Costa Rica, México e Peru as frequéncias
foram mais altas para a expressdao de EBV no subtipo CM (75-100%),
semelhante aos nossos dados. Em estudos europeus e norte-americados as
frequéncias foram menores 50-69% (HERBEST et al. 1991; GULLEY et al.
1994; KEEGAN et al. 2005; DIEPSTRA et al. 2009).

Em nosso estudo, observamos que além da expressdo de EBV em
CM na idade pediatrica, nos periodos de diagndsticos menos recentes, ha
maior prevaléncia viral em P1 (1954-1979; 93,3%) e P2 (1980-1999; 92%).
Nas idades infanto-juvenis e adulta-madura as frequéncias de EBV foram
altas (91,5% Vs 80,7%), e em adultos-jovens 77,9%, sem diferenca entre
eles. E, essas frequéncias foram mantidas elevadas em cada grupo etério e
distintos periodos de diagndstico, sem reducgéo significativa ao longo dos
tempos.

No entanto, observou-se reducdo da expressdo de EBV no subtipo
ENOD (p<0.02), de forma progressiva em relacdo aos tempos menos
recentes (P1=92,3%), e mais recentes (P2= 60%; P3=48,3%), com valor
significativo para a analise. Houve reducao de EBV em pacientes infanto-
juvenis e adulto-jovens ao longo dos tempos, sendo maior a expressao de
EBV em pacientes adultos (>45 anos), e em periodo mais recente
(P3=2000-2008; 69,3%), e nos mais jovens (AD-J 26,8%; INF=48,3%)

Na avaliagao da expressao de EBV, em cada periodo de diagndstico,
houve diferenca de casos positivos, sendo mais prevalentes nos extremos
etarios. Em P2 (INF=60%; AD-M 69,2%), P3 (INF=48,3%; AD-M=69,3%), e

nao houve diferenga em periodo menos recente (P1). No total do estudo,
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pacientes com ENOD e EBV positivos, reflete a maior associacgéo viral para
pacientes dos extremos etarios (INF=61%; AD-M 70%), e menor em adultos-
jovens (37%).

Na literatura, esse linfoma mostra frequéncia de EBV em cerca de
25% dos casos (GLASER et al. 1997). Quando comparado aos paises mais
desenvolvidos do grupo pediatrico, as frequéncias variam entre 22-38%
(ARMSTRONG et al. 1993; RAZZOUK et al. 1997; ANDRIKO et al. 1997;
CLAVIEZ et al. 2005; KEEGAN et al. 2005). No Peru, Brasil, Argentina e
Africa do Sul, as frequéncias variaram entre 50-100% (ARMSTRONG et al.
1993; CHANG et al. 1993; ABREU et al. 1997; RAZZOUK et al. 1997;
ENGEL et al. 2000; ARAUJO et al. 2006; BARROS et al. 2010).

Nos adultos para esse linfoma as frequéncias foram altas em nossos
achados, em adultos maduros (70%), € menor em mais jovens (37%). Na
literatura, pacientes adultos mais jovens tiveram frequéncias mais baixas em
regides da China e Estados Unidos (14 e 15%) (KEEGAN et al. 2005;
HUANG et al. 2011). Nos estudos formados na Franga, Nordeste do Brasil, e
Sudeste as frequéncias foram iguais ou semelhantes aos nossos resultados
(MOHAMMED et al. 1995; ELGUI DE OLIVEIRA et al. 2002; SOUZA et al.
2010). Observou-se variagbes entre 50-67% em estudos do sudeste do
Brasil, Estados Unidos, Peru (CHANG et al. 1993; NARESH et al. 2000;
VASSALLO et al. 2001).

Em pacientes adultos-maduros com ENOD e positividade ao EBV as
maiores frequéncias foram descritas para pacientes do Peru (50%) e México

(100%), e menores com variagdes entre 20-27% na Costa Rica e Estados
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Unidos e entre 33% e 37% na Holanda e Alemanha (HERBST et al. 1991;
CHANG et al. 1993; GULLEY et al. 1994; KEEGAN et al. 2005; DIEPSTRA
et al. 2009). Nossas frequéncias variaram entre 69-72% nos trés intervalos
de diagnésticos (P1-P3), ndo tendo redugédo de suas frequéncias ao longo
dos tempos. Nossas frequéncias sao intermediarias as descritas por CHANG
et al. (1993) e GULLEY et al. (1994), de pacientes provenientes de outras
regides da América do Sul.

Para estabelecer associagao causal etiolégica é sugerida a presenca
persistente do genoma viral (latente) em células malignas com surgimento
da doencga posterior a infecgao, como para linfoma de Burkitt (GHOSH et al.
2012). E, sua expressao persistente em células B é presente em fendtipo
maligno, com atividade proliferativa ndo coordenada (CRAWFORD 2001).
Portanto, estudos epidemiolégicos devem contribuir para melhor
entendimento da causalidade etioldgica da doenca.

Em nosso meio estudos prospectivos epidemiolégicos sao descritos
por MONTEIRO et al. (1998) que mencionam alta prevaléncia de EBV no
Para (Norte do Brasil), com variacdo de soropositividade ambulatorial (53-
95%) e nas comunidades economicamente menos favorecidas (81-100%).
Na regidao sudeste (Rio de Janeiro), pacientes com linfoma de Hodgkin
apresentam alta prevaléncia viral (91%) detectado em plasma, por PCR
(MUSACCHIO et al. 2006). Observa-se menor frequéncia (55%) em estudo
retrospectivo de pacientes de mesma origem regional (LOUREIRO et al.

2004).
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Estudos nacionais epidemiolégicos prospectivos (2001-2005) séao
descritos para avaliar o impacto do status socioeconémico (SES) em
pacientes com linfoma de Hodgkin, indepedente do agente etioldgico. Neste
caso, observou-se diferenca entre grupos de SES superior (78%) e inferior
(22%) em relagéo a taxa de remissao completa (85% SES superior Vs 72%
inferior), com tendéncia ao pior desempenho clinico e 6bito durante o
tratamento para os do grupo SES inferior (SOARES et al. 2006).

A associagado de EBV em linfomas de Hodgkin quanto a etnia/ragas &
controversa e com poucas citagcdes na literatura, como exemplos temos
estudos descritos por GLASER et al. (1997) e ENGEL et al. (2000). Nao
observamos associagdo em nosso estudo. Vale considerar que em nosso
pais ha polimorfismos de DNA em estudos que promovem alinhavar
ancestralidades comuns Européia, Africana e Amerindia (PENA et al. 2011).
DA SILVA MC (2011) sugerem forte associagado a ancestralidade européia
(57,7%), e com frequéncias menores a africana (33,8%) e de Amerindios
(3,5%), com presenca de miscigenacao individual (11,5% africana) e
intermediaria 15-85%, dificultando relagées entre doengas comuns aos

fatores étnicos.

5.1.1 Dados clinicos e sobrevida de pacientes com linfoma de Hodgkin
classico e status de EBV

Sem duvida fatores clinicos bem estabelecidos (idade, histologia,
estadio clinico, sintomas B, IPS, ano de diagndstico), favorecem distinguir

evolugdo e a resposta terapéutica de pacientes com linfomas de Hodgkin. O
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tratamento dos pacientes foi definido por protocolos nos cinco servigos
hospitalares, colaboradores com a pesquisa, vigentes a época do
diagndstico.

Em linhas gerais, a poliquimioterapia associada ou nao a radioterapia
dependeu da idade, estadiamento da doenca e evolugcdo clinica em
diferentes periodos de admissao e diagndstico do linfoma (1954-2008). O
esquema ABVD é o padrao “ouro” de tratamento, e menos comum, mas com
resposta terapéutica semelhante, MOPP-ABV ou MOPP-ABVD (CONNORS
et al. 1997, DUGGAN et al. 2003; CARBONE et al. 2011).

Em nossos resultados, em geral, os pacientes tiveram bom
prognéstico com IPS 0-2 (62,5%), e propor¢cdo semelhante quanto ao
estadio clinico Ann Arbor (I-1l 43,9% Vs. llI-IV 53,1%). Os pacientes EBV
positivos apresentaram caracteristicas clinicas significativamente diferentes
para aqueles com IPS 23 (67,7%; p=0.04) estadio clinico IlI-IV 59,3%
(p=0.0026).

Independente dos critérios clinicos e faixas de idades, em nossos
resultados, pode-se observar sobrevida desfavoravel nos casos positivos ao
EBV (p=0.0015) e nas idades infanto-juvenis (p= 0.0206), adultos-jovens (p
<0.0001), mas nao relacionados a sobrevida doenca-especifica, para os
esquemas terapéuticos ABVD, MOPP-ABV ou MOPP-ABVD.

HSU et al. (2007) mencionam que brasileiros nordestinos tiveram
diferenca na taxa de sobrevida global e livre de eventos, em relagdo a
pacientes norte-americanos possivelmente por diferengcas da pratica

terapéutica. E, estudo de grande escala sueco (n=6949) relaciona a
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favoravel sobrevida dos pacientes atendidos entre 1973-2009 ao avanco
terapéutico (p<0.0005), (SJOBERG et al. 2012). Os ajustes de doses
radioterapicas e combinagcbes com esquemas quimioterapicos tendem a
minimizar seus efeitos nos tratamentos atuais (YAHALOM 2009). Os
pacientes mais jovens respondem bem ao ABVD (89,5%), com remisséo
completa, e a radioterapia mais associada ao uso de MOPP (SOUZA et al.
2009). A sobrevida das criangas com linfoma de Hodgkin tem aumentado
com a introdugao da poliquimioterapia antineoplasica e da radioterapia com

campos envolvidos em baixas doses (OGUZ et al. 2005).

5.1.2 Dados clinicos e de sobrevida, em relacdo a expressdo de EBV
dependente da idade dos pacientes

Os pacientes pediatricos tendem a apresentar sintomas B, com baixa
frequéncia (FARIA et al. 1996; OGUZ et al. 2005). O estadio clinico I-1l e IlI-
IV tém sido descrito em cerca de 50% nos casos pediatricos, sendo maior
(cerca de 70%) em adultos, com doenga mais avangada, descritos por
estudos nacionais (FARIA et al. 1996; LOUREIRO et al. 2004). O estadio
clinico I-1l e llI-IV foi semelhante na populagdo mais jovem, infanto-juvenil e
adulto-jovem (31-36% Vs 42,6-42,3%). A presenca de sintomas B foi maior
em adultos-jovens.

Ao estudar esses dados e EBV observou-se que pacientes infanto-
juvenis apresentaram maior expressdo de EBV nos estadios clinicos (Il
73,6% e llI-IV 70,8%), em relagdo aos adultos-jovens (I-ll 34,3% e IlI-IV

48,3%). Ha diferenga significativa de EBV entre os grupos etarios e estadio
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clinico I-Il (p<0.0001), sem valor para outras analises entre os grupos.
Pacientes com presenca de sintomas B e expressdo de EBV foi diferente
entre as idades, e mais acentuada em infanto-juvenis e adulto-maduros do
que o outro grupo.

KEEGAN et al. (2005), CLAVIEZ et al. (2005) nao relacionam os
critérios clinicos com impacto negativo aos pacientes pediatricos EBV
positivos, concordante ao descrito por VASSALLO et al. (2001) em pacientes
com idade adulta, e mais jovem. O impacto de EBV é observado em nossos
resultados em pacientes com doenca mais avangcada em relacdo a
desfavoravel sobrevida nos casos positivos ao virus, em idade infanto juvenil
(p=0.05) e adulta, mais jovem (p= 0.003).

Quanto ao indice de progndstico os pacientes mais jovens foram
avaliados clinicamente como de baixo e intermediario baixo risco (61-66%),
e na expressao de EBV os infanto-juvenis em relagdo aos adultos jovens,
tiveram maior prevaléncia viral (64,4% Vs. 34,6%; p<0.0001). Houve mais
expressao de EBV em pacientes com IPS >2, em ambos os grupos etarios,
sem possibilidade de avaliacio estatistica, devido a casuistica.

Nossos achados diferem dos da literatura quanto a frequéncia viral
em pacientes estratificados quanto ao estadio clinico Ann Arbor e sintomas
B, neste caso, a expressao viral foi mais elevada em pacientes infanto-
juvenis e com melhor progndéstico IPS 0-2.

Em comparagdo aos dados descritos por CLAVIEZ et al. (2005)
pacientes pediatricos europeus apresentaram diferenca da expressao de

EBV entre os tipos histoldgicos, mais prevalentes em CM (69% Vs. 91,5%)
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em relacdo ao ENOD (22% Vs. 60,6), e mais relacionado as idades mais
jovens (<5 anos).

A frequéncia de EBV no subtipo histologico ENOD (27%) foi também
baixa para pacientes pediatricos norte-americanos comparados ao estudo
aleméao, e diferem dos nossos resultados ao total de expressdo de EBV em
linfomas de Hodgkin (31%, 44% Vs 71,1%) para diagnésticos realizados
entre 1980-1999 (KEEGAN et al. 2005; CLAVIEZ et al. 2005). No estudo
europeu, houve resultados semelhantes aos nossos dados sobre o impacto
de EBV em pacientes pediatricos e sobrevida.

CLAVIEZ et al. (2005) relacionam os pacientes pediatricos EBV
positivos a sobrevida global (p= 0.017), e em subtipo histolégico ENOD (p=
0.003), e nesse caso a sobrevida livre de falhas ( p= 0.02). Em nosso estudo
pacientes da idade infanto-juvenil e adulta-jovem com linfoma Esclerose
Nodular foi correlacionada a sobrevida desfavoravel, nos casos EBV
positivos (INF p=0.0242; AD-J p <0.0001), independente dos esquemas
terapéuticos e mantendo resultados semelhantes para pacientes que
utilizaram esquemas terapéuticos comuns e que refletem boa resposta
terapéutica (INF p= 0.0010; AD-J p <0.0304), e tiveram como caracteristica
maior taxa relativa de obitos.

O oposto dos resultados apresentados foram descritos por KEEGAN
et al. (2005) que relacionaram a expressdao de EBV aos pacientes
pediatricos com favoravel sobrevida global doenga-especifica (p=0.07).

ENGEL et al. (2000) corroboram com o estudo pela auséncia do impacto de
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viral na sobrevida de pacientes pediatricos africanos, embora com maior
expressao de EBV(67%), mais préxima ao nosso dado (P2=71,1%).

Pacientes adultos jovens e masculinos com caracteristicas clinicas e
terapéuticas semelhantes ao nosso estudo nao se correlacionaram ao status
de EBV e sobrevida (global e livre de eventos), descrito por SOUZA et al.
(2010). KEEGAN et al. (2005) corroboram com esse estudo, em relagéo a
idade e ndo associa outros fatores nos casos positivos (ENOD, CM, género).
Os pacientes norte-americanos e brasileiros, para a idade adulto-jovem
apresentaram frequéncias semelhantes de EBV (59% Vs. 52% Vs. 45%),
diferindo no subtipo histolégico ENOD (14% Vs. 37% Vs. 37%).

Como informacgao adicional as informacgdes clinicas pacientes com
Esclerose nodular, ndo apresentaram diferenca de expressdao de EBV
quanto ao grau histolégico e entre os grupos etarios, corroborando com
estudo brasileiro pediatrico (BARROS et al. 2010).

A analise de sobrevida foi semelhante entre estudos pediatricos
europeus e 0s nossos, diferindo aos dos norte-americanos, e parece ser
independente do tipo de analise estatistica (Global, Doenga especifica ou
livre de falhas), ou para a expresséo de EBV, e compatibilidade ao periodo
de diagndstico.

A casuistica para o numero de casos infanto-juvenis e positivos ao
EBV diferem dos de CLAVIEZ et al. (2005), aos nossos resultados, e esses
aos de KEEGAN et al. (2005), respectivamente, no total do estudo 263/842;
124/169; 16/36 e para o subtipo ENOD 122/549, 60/99; 6/22. Nossos dados

corroboram com o estudo alemao, como por sua maior casuistica.
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O estudo de pacientes adultos jovens foram incompativeis aos dados
descritos por KEEGAN et al. (2005), e ao brasileiro por SOUZA et al. (2010),
e comparado ao numero de pacientes e casos positivos, em cada estudo ao
nosso resultados € possivel constatar, respectivamente, 119/617; 51/97 e
224/499, e para o subtipo ENOD 72/498, 25/68 e 145/390. Nesse caso,
nossa casuistica foi maior para o numero de pacientes do grupo etario e
positividade viral, em relacdo aos dados americanos e brasileiros.

Em estudos de sobrevida livre de doenga e global 90,77% e 96,22%
dos casos estudados de pacientes pediatricos foram relacionados mais aos
fatores de doencga extranodal, nivel de hemoglobina (<11g/d), numeros de
linfonodos envolvidos e estadio clinico IV (OGUZ et al. 2005).

Para o estudo de comportamento biolégico tumoral é indicada a
realizacéo de analise de sobrevida livre de doenga ou livre de falha (FFS,
sigla do inglés failure-free survival). Embora haja discrepancias para esse
argumento, como observado nos resultados descritos por OGUZ et al.
(2005). Outras propostas sao para avaliar prognéstico e evolugao clinica
apos terapias de primeira linha ou de resgate (apds recaida), excluindo-se
fatores como mortes por outra causa.

Para minimizar “erros de leitura” estudamos pacientes que usaram
terapia ao diagndstico com esquemas poliquimioterapicos bem conhecidos e
com respostas semelhantes, mortos pela doenca. Esse estudo foi comum a
literatura concordante ao nosso (pediatrico), promovendo estudos restritos a

idade e tipo histolégico. No entanto, teremos como proposta futura de
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elucidar melhor os dados obtidos validando-os com o teste de sobrevida livre
de doenca ou de falhas.

Pacientes com diagnéstico de esclerose nodular foram menos
positivos ao EBV em relagcdo ao subtipo Celularidade mista, com maior
frequéncia nos extremos etarios, clinicamente distintos, principalmente a
maior presenca de pacientes com estadio clinico mais avangado, obitos pela
doenca para os casos adultos >45 anos, e este grupo denota interesse
clinico para a melhora da taxa de sobrevida em relacdo a evolugao
terapéutica.

Esses pacientes parecem nao diferir quanto as caracteristicas clinicas
e grau histoldgico do linfoma Esclerose Nodular, entre adultos mais jovens e
mais velhos, entre eles, sintomas B, com variacdo semelhante entre IPS de
baixo e alto risco (40-60% Vs 44-55%), respectivamente ao grau histoldgico |
e Il, e fato semelhante para estadio clinico I-Il Vs IlI-IV, sem diferenca entre
os géneros (PRACCHIA et al. 2005). Além disso, esses pacientes
apresentaram taxa de sobrevida global e livre de doenga (>90 meses), sem
diferenca na probabilidade relativa de sobrevida. Outros estudos discutem
importancia de parametro morfolégico e laboratorial impactante na
intervencao terapéutica para doenca de intermediario e alto risco (VON
WASIELEWSKI et al. 2003). Sao controversas as discussdes de impacto de
progndstico e grau histolégico (BENNETT et al. 1981; VON WASIELEWSKI
et al. 2003).

Essas discussdes podem promover interesses sobre a avaliagcdo do

impacto de EBV em pacientes adultos (>45 anos) com linfoma de Hodgkin, e
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para o subtipo ENOD. KEEGAN et al. (2005) relacionada a sobrevida desses
pacientes com impacto de EBV (p= 0.01) com frequéncia viral inferior aos
nossos dados (27%; 35/129 Vs. 70%; 74/106) e no total de EBV no grupo
etario (42%; 113/269 Vs. 72%131/182). DIEPSTRA et al. (2009) corroboram
com os dados de KEEGAN et al. (2005), para pacientes adultos maduros
(>50 anos; p= 0.010) com expressao ao EBV semelhante no total do estudo
e para o subtipo ENOD. Provavelmente, a diferenca se deve ao numero de
obitos EBV positivos nessas analises, sendo visto que em nossos resultados
a maioria € negativa ao virus. Nosso estudo sugere fator protetor da
presenca de EBV nos pacientes com idade superior a 45 anos, diferindo aos
dados descritos por Keegan et al. (2005) e Diepstra et al. (2009). Outros
estudos devem ser realizados para melhor compreender esses resultados,
como por analises multivariadas, para associagao de expressdo de EBV e

sobrevida desses pacientes.
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Tabela 46 — Frequéncia de expressdao de EBV nos tipos de linfomas de
Hodgkin classicos e em relagdo a idade: analise da literatura.

Literatura Pais EBV Idade CM ENOD
n(%) n(%) n(%)
Nossos Brasil 479/850(56) Todas  160/193(83) 279/595(47)
resultados S-SE 331/610(54)
N-NE-CO 83/141(59)
INF 124(73) INF 54/59(92) 60/99(61)
ADJ 224(45) AD-J 60/77(78) 145/390(37)
ADM 131(72) AD-M 46/57(81) 74/106(70)
Andriko et al. EUA 17/44(39) INF 3/4(75) 5/13(38)
1997 (1984-1996)
Razzouk etal. EUA 15/26(58) INF 12/17(71) 2/6(33)
1997 (Déc.907?)
Keeganetal. EUA 16/36(44) INF 6/6(100) 6/22(27)
2005 (1988-1997)
Keeganetal. EUA 119/617(19)  AD-J 39/66(59) 72/498(14)
2005 (1988-1997)
Keeganetal. EUA 113/269(42) AD-M 53/81(65) 35/129(27)
2005 (1988-1997)
Gulley et EUA 27/74(36) AD 21(67) 53(25)
al.1994 (Déc 907?)
Naresh et al. EUA 86/110(78) AD-J 52(86) 41(67)
2000 (1984-1988)
Diepstraetal. Holanda 98(45) AD-M 13(69) 73(37)
2009 1989-2000
Claviez et al. Alemanha 263/842(31) INF 131/190(69) 122/549(22)
2005 (1990-2001)
Herbestetal.  Alemanha 18/47(38) AD 9/18(50) 9/27(33)
1991 (Déc 907)
Armstrong et Reino Unido 21/59(36) ?AD? ?/28 ?2127
al. 1993 (1976-1989)
Armstrong et Reino Unido 13/22(59) INF 7/7(100) 4/12(33)
al. 1993 (Déc 907?)
Mohammed et Franca 7/21(33) AD-J 2/4(50) 5/16(31)
al. 1995 (1990-1992)
Chang et al. Peru 20/20(100) INF 15/15(100) 4/4(100)
1993 (Déc 907?)
Chang et al. Peru 5/9(55) AD-J 3/3(100) 1/2(50)
1993 (Déc. 907?)
Chang et al. Peru 3/3(100) AD-M 2/2(100) 1/1(100)
1993 (Déc. 907?)
Razzouk et Brasil/Sul 15/26(58) INF 10/17(59) 3/6(50)
al., 1997 (Déc.907?)
Araujo et al. Brasil/NE 78/90(87) INF 50/50(100) 25/30(83)
2006 (1976-1996)



Cont/ Tabela 46

Literatura

Armstrong et
al. 1993
Abreu et al.
1997

Barros et al.
2010
Chabay et al.
2008

Elgui de
Oliveira et al.
2002

Elgui de
Oliveira et al.
2002
Vassallo et al.
2001

Souza et al.
2010
Chabay et al.
2008

Gulley et
al.1994
Gulley et

al. 1994
Glaser et al.
1997

Huang et
al.2011
Armstrong et
al. 1993
Engel et al.
2000
Mohammed et
al. 1995

Pais

Brasil/SE
(Dec.907?)
Brasil/NE
(1985-1995)
Brasil/SE
(1999-2006)
Brasil/SE
(1998-2003)
Brasil/NE
(Déc.907?)
Brasil/SE
Brasil/NE
(Déc.907?)
Brasil/SE
Brasil/SE
(1987-1998)
Brasil/SE
(1994-2004)
Argentina
(1990-2005)
México
(Déc 907?)
Costa Rica
(Déc 907?)
Vérias regides
(<1995)
China/Norte
(1987-2000)
Arabia Saudita
(Déc 907?)
Africa do
Sul(1983-1995)
Algéria
(1990-1992)

EBV
n(%)
18/25(72)
28/34(82)
43/96(45)
31/65(48)

28/34(82)

18/31(58)
5/16(60)

10/15(66)
50/78(64)

51/97(52)
60/111(54)
24/31(77)
5/14(36)
618(40)
62/157(39)
7/8(88)
32/47(68)

18/25(72)

Idade CM

n(%)
INF 10/12(83)
INF 22/22(100)
INF 22/96(23)
INF 7/8(87)
INF 22/22(100)
INF 16/21(76)
AD-J 2/6(33)
AD-J 7/7(100)
AD-J 14/15(93)
AD-J 24/27(88)
INF 58/111(52)
AD 23(87)
AD 4(75)
INF/ (75)>risco
AD Asia/China;
AD-J 34/46(74)
INF 5/5(100)
INF 4/5(80)
AD-J 8/9(88)
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ENOD
n(%)
7/10(70)
5/10(50)
67/96(69)
54/65(83)

4/10(40)

1/5(20)
3/8(38)

0/4(0)
36/61(59)

25/68(37)
43/58(74)
8(50)
10(20)
(25)>INF e
AD-M
12/78(15)
2/2(100)

28/42(67)

10/16(63)

(*)foi realizado arrendondamento das frequéncias da literatura para facilitar estudo

comparativo; Brasil, regides: SE=Sudeste; NE=Nordeste; detecg¢ado viral pelo método de

imunoistoquimica e/ou hibridizaco in situ.
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5.2 LINFOMAS NAO HODGKIN E EBV

No total dos casos de linfomas B periféricos, a maior frequéncia de
EBV foi observada em linfoma de Burkitt (58,3%), € houve associagdo do
virus para os de idade infantil e mais frequente em meninos (76,2%). Esses
dados sdo corroborados por outros estudos nacionais, com semelhante
frequéncia do virus em pacientes procedentes da regido SE (45-50%),
meninos descrito por Queiroga et al. (2008, 2009) e 61% por Hassan et al.
(2008), sendo frequente o EBV tipo | (85-86%), comum em LB esporadico
(Queiroga et al. 2009; Klumb et al. 2004; Hassan et al. 2008). As frequéncias
de EBV em nosso meio sugerem endemicidade intermediaria as descritas no
EUA (15-30%) e Africa Central (95%), (Shiramizu et al. 1991, Bornkamm,
2009). As regides do pais com pior condi¢do socioecondmica apresentam
frequéncias de EBV mais elevadas (N=76% e NE=63-87%), em estudo
retrospectivo, com uso de sonda EBER/ISH (Queiroga et al. 2008, 2009;

Araujo et al. 1996; Klumb et al. 2004).

O perfil clinico é de tumor extranodal (abdominal, criangas)
procedentes da regido sudeste do pais (64,6-72%), (Queiroga et al. 2008;
Hassan et al. 2008). Em regidao socioeconémica menos favorecida (NE-
Brasil) € semelhante o predominio de tumor primario extranodal (Pedrosa et
al. 2007), sendo comum em ambas as regides, pacientes pediatricos com
doenga avancada, com frequéncia semelhante aos nossos achados. A
presenca de EBV em pacientes com doenga avangada é alta para a regiao

sudeste (75-77%), descrita por Klumb et al. (2004) e Hassan et al. (2008),
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corroborando com nossos dados (68,7%), nao havendo associagao ao EBV
entre os critérios clinicos avaliados (estadio clinico, sintomas B). Em geral, o
prognéstico é favoravel com sobrevida global e livre de doenga em cerca de
70% dos casos (Pedrosa et al. 2007) e nos casos positivos ao EBV, em
nosso estudo, 62,1% dos pacientes estavam vivos e 73% deles, sem doenca
no ultimo retorno clinico (seguimento de 15 anos). A relagdo de pacientes
vivos e oObitos parecem indicar boa resposta terapéutica pediatrica, e nao
houve associacao ao status de EBV e sobrevida, no estudo.

Pacientes com linfomas LDGCB foram positivos em 8,8% dos casos,
com frequéncia idéntica para o género masculino e feminino com 8,9%, e
em nao brancos a expressdao de EBV foi um pouco maior 9,7%, sem
diferenca estatistica.

Nossos dados corroboram OYAMA et al. (2007) que descrevem 9%
de expressdo de EBV em pacientes adultos do lestes da Asia, e por
HOFSCHEIER et al. (2011) que detectaram a expressao viral em 7% de
pacientes mexicanos (>50 anos) com linfoma LDGCB, e apenas 2% para os
de origem alema. Esses dados demonstram que a frequéncia viral de origem
européia € menor, corroborando com esses achados em estudo realizado
por HOELLER et al. (2010), que detectaram positividade em 3,1% de adultos
maduros com a doenga. Outros sugerem que a diferenca de distribuicao de
EBV pode depender de critérios de estudos, sugerindo classificagcdo de
células tumorais por analise de hibridizagao in situ (sonda/EBER), (WADA et

al. 2011).
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UNER et al. (2011) descrevem que pacientes originados da Turquia,
adultos maduros, com diagnéstico para a doenga entre o ano 1999-2009
foram positivos ao EBV em 5,3% dos casos (18/340), com relagédo a
desfavoravel sobrevida (p <0.0001). Nossos dados mostram maior
frequéncia de EBV para adultos jovens (15,1-60 anos; 10,2%) e para os de >
que 60 anos (6,8%), com doenga avancada e sintomas B. Além disso, a
sobrevida foi mais favoravel aos casos negativos de EBV, sem valor
significativo em adultos. Esse fato foi corroborado com a presenca de
semelhante taxa de sobrevida relativa entre pacientes vivos e 6bitos e com
pacientes clinicamente com melhor progndstico EBV positivos.

A sobrevida de pacientes LDGCB pode ser influenciada pela escolha
do esquema terapéutico. VAN OERS et al. (2005) descrevem sobre
diferenca na SLD de pacientes com linfomas que receberam esquemas
CHOP ou CHOP-R. A manutencéo terapéutica com rituximab € comum para
doencas refratarias (RUMMEL 2010).

OYAMA et al. (2007) compararam a evolugdo de pacientes
EBV+/LDGCB aos casos negativos que utilizaram o esquema CHOP, sendo
observado pior resposta a terapia, em pacientes positivos ao EBV, com
remissao da doenca de 63% e nos negativos (91%). Em nosso estudo a
analise de sobrevida especifica de pacientes adultos que usaram esquema
CHOP, CHOP-R e CHOP-BLEO, e sobrevida global independente do
esquema terapéutico, ndo houve associacdo ao EBV. Os pacientes
negativos ao virus tiveram remissao completa em 88% dos casos (155/177)

e nos positivos 49% (22/45).
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A combinagao terapéutica CHOP-R ¢é indicada para tratamento de
adultos com doenca avancada, mas pode estar relacionada ao efeito
positivo de sobrevida nos casos EBV positivos, segundo revisional da
literatura descrito por CASTILLO et al. (2011). Tivemos menor numero de
pacientes que usaram o tratamento CHOP-R EBV positivos, sendo comum
para aqueles que usaram isoladamente o esquema CHOP.

O uso de Rituximab combinado ao CHOP ou em terapia de
manutencao foi internacionalmente proposto pela FDA, USA em 2007 como
anticorpo monoclonal para uso de linfomas B com impacto positivo na
terapéutica de doenca refrataria (BELLO e SOTOMAYOR 2007). Desta
forma o entedimento da biologia do tumor e parametros clinicos para idade
se torna alvo para estudos do avango terapéutico (SANDLUND 2007).

Os casos infanto-juvenis com linfoma LDGCB foram infrequentes e
com alta expressédo de EBV (33,3%), eram meninos e com doencga
avancgada. AKTAS et al. (2009) tiveram resultado semelhante com 25% dos
casos positivos, e linfomas B EBV+ pediatricos e imunossuprimidos podem
estar associados a SLD, sugestivo de papel em linfomagénesis (CHABAY et
al. 2011).

O estudo de pacientes com linfoma Folicular mostrou frequéncia
semelhante para os casos positivos ao EBV (8,6%) em relacédo aos LDGCB.
No entanto, para nossa surpresa, tivemos maior expressdo viral em
pacientes adultos >60 anos (10,7%) e menor nos mais jovens 7,7%, com
diferenca estatistica limitrofe entre os géneros (homens 12,7%;e mulheres

6,2%).
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Além disso, obtivemos diferenca na analise da sobrevida em relagao
ao status de EBV (p limitrofe 0.08), merecendo atengao em estudos futuros,
ampliando a casuistica e delimitando fatores demograficos e clinicos. A taxa
de sobrevida foi maior para pacientes EBV negativos, e maior frequéncia de
Obitos em casos positivos Vs. negativos ao virus (53,8% Vs. 32,9%); menor
para vivos (46,2% Vs 67%). Dado ainda relavante e nao descrito na
literatura, € que houve impacto na sobrevida de doencga especifica para os
pacientes que usaram somente CHOP EBV positivos (p=0.003), com maior
taxa de sobrevida relativa aos negativos (88,2%) e menor frequéncia de
obitos (41,6%) em relacéo aos positivos ao virus (87,5%).

Os esquemas terapéuticos descritos para linfoma DGCB também sao
propostos para linfoma B indolente (Folicular), e para pacientes com indices
de progndsticos menos favoraveis da doencga (FLIPI) € recomendado o uso
de esquema CHOP e uso de Fludarabina-Rituximab na manutengao
terapéutica, descrito por grupo de estudo para linfomas indolentes alemao
ou GLSG, (FORSTPOINTER et al. 2006), sendo mais favoravel a resposta
terapéutica em adultos mais jovens com boa tolerancia, para as formas mais
agressivas da doenga (SALLES 2007).

Os pacientes EBV positivos para a doenca, em nossos resultados,
tiveram maior expressao do virus para aqueles que usaram CHOP (11,8%),
e menor para outros esquemas, como CHOP-R (5,5%), e com maior risco
clinico para a doencga (IPl IR-AR 13,8%, EC lll-IV 9,4%), sendo usado em

sua maioria o esquema exclusivo CHOP.
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A associacao de EBV em linfomas indolentes sao infrequentes, e
menor especificidade ao folicular. KOREISHI et al. (2011) descrevem caso
isolado de linfoma folicular (grau 3A), com EBER positivo focalmente, e raras
células HHV8 coinfectadas (HIV negativo). A localizagao preferencial de
EBV é sugerida para regides extrafoliculares ou interfoliculares e ndo em
centros germinativos (GC), e a regido topografica preferencial ao virus pode
favorecer menor presenga de EBV em linfomas foliculares ou PLN em

linfoma de Hodgkin (TAN 2009).

5.3 LINFOMAS DE HODGKIN E NAO HODGKIN B, HIV/EBV

As frequéncias no total de pacientes soropositivos de cada linfoma
com coinfeccdo ao EBV foram semelhantes, em n&o Hodgkin (2,2%) e
Hodgkin (2,1%).

Em linfomas ndo Hodgkin a positividade de EBV em HIV positivos foi
maior para linfomas de células B periféricas (LDGCB 79% e LF 50%). A
associacdo de EBV em linfomas indolentes sao infrequentes, e menor
especificidade ao folicular. KOREISHI et al. (2011) descrevem caso isolado
de linfoma folicular (grau 3A), com EBER positivo focalmente, e raras células
HHV8 coinfectadas e paciente HIV negativo. Na classificagdo histologica
mais atual, os esforcos sdo para delinear tipos de linfomas que sédo mais
comuns ou prevalentes a infeccdo ao HIV, entre eles, para pacientes
imunocompetentes (LDGCB centroblastico e imunoblastico). BIBAS e

ANTINORI (2009) descrevem, segundo critérios da OMS (2008) que
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pacientes com LDGCB imunoblasticos geralmente possuem
imunossupressao grave, e com elevada frequéncia de EBV (80-90%), sendo
menor para centroblastico (30-40%).

Neste caso, podemos sugerir pela expressdao de EBV em 79% dos
casos soropositivos ao HIV/LDGCB, para aqueles do subtipo imunoblastico,
sendo menos frequente a infecgdo de pacientes por HIV e coinfectados ao
EBV, em linfomas Foliculares (50%). Os linfomas fortemente associados ao
HIV (PEL e Plasmablastico) foram menos expressivos em nosso estudo, ndo
associados ao EBV.

Sugere-se que o EBV tem papel na linfomagénesis de pacientes HIV
imunocomprometidos, e implicados em doengas linfoproliferativas de
Hodgkin e ndo Hodgkin de células B, com doencas sistémicas (BIBAS e
ANTINORI 2009). Assim, a coinfecgdo de pacientes soropositivos ao HIV e
infectados por EBV ndo é exclusiva em nosso estudo (WOOD e
HARRINGTON 2005). E, a associagao do HIV em linfomas foi incorporada
por centros preventivos e de controles, desde 1985 nos Estados Unidos
(HARNLY et al. 1988), sendo alvo de estudos moleculares e clinicos, ou de
susceptibilidade a neoplasias de origem linféide.

A partir dessa época modelos patogenéticos foram formados para
entender o papel de EBV como infeccdo oportunista em pacientes HIV
positivos, sendo relacionado a atividade proliferativa de clones
transformados, e possivelmente de forma semelhante em pacientes com
imunodeficiéncia, em modelo animal e in vitro por células B infectadas ao

EBV imortalizadas e com expansao monoclonal com vantagem proliferativa
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(MCCUNE 1991; BASHIR et al. 1991). Outros modelos sugerem proliferacao
policlonal B transformadas por acumulo mutacional, e relacionados ao
descontrole do sistema imune (GRULICH et al. 2000).

O risco de deficiéncia imune em linfomas B é alvo para estudos de
respostas imunoldgicas, como por contagem do numero de CD4/T
circulantes (GROGG et al. 2007). E sugestivo que o escape de células
tumorais do sistema de defesa imunoldgico € devido a presenca de EBV em
pacientes HIV positivos (DA SILVA SR 2011).

O estudo de coinfecgao viral entre HIV e EBV em linfomas, sem
duvida, pode favorecer entendimentos sobre imunodeficiéncia,
imunossupressao e respostas imunes. Em pacientes nestas condigoes
clinicas séo alvo para estudos de praticas terapéuticas, na busca de melhor
resposta aos tratamentos (TAYLOR e BLACKBOURN 2011).

A persisténcia viral com dupla coinfeccao EBV+HCV é associada a
linfomas ndo Hodgkin como descrito por RICHIARDI et al. (2010), com
sugestiva infeccdo em células mononucleares. Em nosso estudo,
observamos apenas 2 casos com coinfeccdo a esses virus associados aos
pacientes soropositivos ao HIV com diagndstico de LDGCB, masculinos e
com doenga avangada, de origem nacional (nordeste) e italiana.

Como caracteristica forte dos nossos pacientes com linfomas e dupla
coinfeccao viral (EBV+HIV) foi para o género masculino, etnia branca, da
sudeste do pais. HARNLY et al. (1988) concordam com nossos resultados
quanto ao género, e descrevem ainda que houve aumento de prevaléncia

viral entre 1980-1985 em pacientes adultos jovens (25-44anos) com linfomas
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nao Hodgkin. Nossos resultados foram discordantes quanto ao periodo de
diagndstico (2000-2008) e idade (mediana de 60 anos). E, foi comum a
idade adulta jovem em pacientes com linfoma de Hodgkin.

Pudemos constatar que os pacientes HIV e EBV positivos tiveram
como caracteristicas clinicas, doenca mais avancada, sintomas B, alta
frequéncia de o6bitos pela doenga (LDGCB) e prognéstico mais favoravel e
pacientes vivos com LH. KAPLAN et al. (1989) associaram pacientes com
linfomas B a doenca avangada (67%; n=84), com coinfecgdo ao EBV em
33% dos casos (5/15).

Em nosso estudo 73% dos pacientes com LDGCB apresentaram
doenca avancada e O&bitos (82%). LEVINE et al. (1991) descrevem
semelhante consideragao clinica para pacientes com linfomas B (estadio
clinico avangado e indices de progndsticos menos favoraveis), sendo que os
de melhor progndstico e resposta terapéutica tiveram favoravel sobrevida,
sugerindo ainda patogénese da doenca pela presenga de infecgao ao HIV
antes do diagnéstico (p=0.04).

No total dos casos positivos em linfomas de Hodgkin as frequéncias
de coinfecgéo foram maiores em ENOD (50%) e CM (43%), com 7% em DL,
sendo comum a prevaléncia de HIV em pacientes com ENOD (0-40%) e CM
(41-100%), mencionado por BARRETO (2002), em estudo revisional. Como
caracteristica clinica 64% desses pacientes, em nosso estudo, tiveram
doenga avangada e sintomas B, com bom progndéstico, e vivos no ultimo

retorno clinico (71%).
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Nossos dados sao concordantes aos mencionados por BARRETO
(2002) que descreve caracteristicas comuns aos pacientes com linfoma de
Hodgkin HIV positivos, para alta frequéncia de sintomas B (70-96%) e
estadio clinico Ann Arbor llI-IV (74-92%), com altera¢des imunoldgicas que
comprometem a resposta terapéutica. Nossos dados mostram frequéncia
um pouco menor para pacientes com doenca avancada e boa resposta
terapéutica, com alta taxa de sobrevida.

Os pacientes HIV positivos dependem da resposta a quimioterapia de
acordo com o estado imune, e o advento das terapias retrovirais e regimes
profilaticos para doengas oportunistas (Toxoplasmose, Citomegalovirus,
Pneumonia) aumentaram o tempo de vida dos pacientes HIV positivos,
sendo estimado no passado frequéncias entre 8-27% desses pacientes com
diagndstico de linfoma ndo Hodgkin no ano de 1992 (GAIL et al. 1991). A
maioria dos pacientes de nosso estudo tiveram tratamentos terapéuticos
(73% em LDGCB, com 45% CHOP; 86% em LH com ABVD, MOPP-ABV),
com mediana de seguimento clinico maior para os pacientes com linfoma de
Hodgkin (50meses) e menor para o nao Hodgkin (3 meses).

A compreensdo do envolvimento de EBV no processo de
imortalizagao e transformacgao maligna de células B se torna alvo importante
para delinear novas estratégias terapéuticas, embora na atualidade, haja

propostas terapéuticas mais eficientes para a doenca e anti-retrovirais.
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54 LINFOMASTEEBV

Tumores malignos de origem de células T, T/NK nasal apresentam
heterogénea caracteristica clinica, patolégica e de associagdo ao EBV. Sao
tumores raros, e na pratica clinica é pobre a resposta terapéutica. No total
de nosso estudo, notamos semelhante descricdo e frequéncias de EBV
maior para o tipo T-NK Nasal, Angioimunoblastico.

Segundo revisional proposto por CHIATTONE (2009) o linfoma
extranodal de células T/NK tipo nasal ocorre mais frequentemente em
paises orientais e outras populacdes nativas, mais raras, da América Central
e do Sul com preferencial localizagao de cavidade nasal e seios paranasais.
O padrdo de disseminagao inclui pele, testiculo, SNC e trato digestivo.
Essas caracteristicas foram comuns em nossos achados, com apenas um
caso com disseminacao de pele EBV positivo.

A frequéncia de EBV nesse linfoma foi maior, em relagdo aos outros
linfomas de origem de células T descritos no estudo, com 81,3% de
expressdo ao EBV e em adultos jovens (53,3%), masculinos e de etnia
branca (62%). A expressao viral em nosso estudo para o linfoma foi menor,
em relacdo ao descrito por ISOBE et al. (2012). Nos casos adultos jovens
encontraram expressado de 71,4% de EBV, e sugere-se que seja agente
causal para a doencga por constatarem infeccdo passada por Mononucleose,
embora rara em criangas japonesas.

A infeccéo e reativagdo de EBV podem ocorrer em consequéncia de

disfuncdo imune, e seu papel tumoral por meio de modular receptores de
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membrana e secregdes paracrinas de citocinas, quimiocinas ou na
sobrevivéncia de células malignas, favorecendo progressao da doenga (HSU
e HSU 1994).

Clinicamente os pacientes desse estudo mostrou baixa eficiéncia
terapéutica, e a maioria dependeu do esquema CHOP, como em linfomas
T/NK nasal (38%), sendo comum o uso de esquemas heterogéneos,
constatando-se grande numero de O6bitos (38%) ou vivos com a doenca
(54%), com mediana de seguimento clinico curto (15 meses). Estas
descricbes sao concordantes ao estudo revisional mencionado por
CHIATTONE (2009) em relacéo a alta resisténcia a quimioterapia e com
progndstico pobre.

ITO et al. (2012) propdéem um novo regime quimioterapico com o uso
de metotrexato, esteroide, ifosfamida, L-asparaginase e etoposide (SMILE)
com promissor resultado (Fase Il), tendo-se como medida quantitativa a
frequéncia de EBV em sangue periférico por (RT-PCR). Fato semelhante foi
constatado em outro estudo japonés onde descrevem o uso de L-
asparaginase em pacientes com transplantes alogénicos obtendo-se melhor
evolugao e resposta a terapia (ISOBE et al. 2012).

Outro linfoma de origem T que tivemos maior frequéncia de EBV foi
para o tipo Angioimunoblastico, com menor casuistica aos T/NK Nasal (10
Vs 16) com positividade ao EBV em 40% dos casos. Esses pacientes
tiveram como caracteristica a idade adulta madura (mediana 66anos) e
diagndstico nodal DELFAU-LAURE et al. (2012) descrevem que € comum a

frequéncia de EBV nesse linfoma em ganglios cervicais (p<0004) e células
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tumorais circulantes (p=0.0019), sendo expresso em linfécitos B (CD20+ em
grandes blastos).

Clinicamente os pacientes de nosso estudo responderam mal ao
esquema CHOP, com infrequente tratamento nos casos EBV positivos e
50% de obitos. O uso de esquema CHOP-R tem elevado a taxa de
sobrevida desses pacientes, livres de progressao (42%) e sobrevida global

(62%), em fase Il de estudo clinico (DELFAU-LAURE et al. 2012).

5.5 LINFOMAS E HHVS8

No total do estudo foi infrequente a deteccdo de HHV8 com 0,2% de
expressdo em linfomas (6/2592), e no total de linfomas ndo Hodgkin a
frequéncia foi de 0,3% (6/1712), n&o se tendo presencga viral em linfomas de
Hodgkin (n=880). O método eficiente para a detecgdo foi o de
imunoistoquimica (83%), com expressdo em pacientes com LDGCB (0,3%;
3/863), Folicular (0,7%; 2/305) e 25% em Plasmablastico (1/4).

Pacientes com linfoma LDGCB e Folicular foram estadiados para
doenga avangada, presenga de sintomas B e prognostico favoravel (IPI 0-2);
vivos no ultimo retorno clinico e com remissdo completa ao tratamento
CHOP, combinado a radioterapia. Em LDGCB os pacientes eram homens
em sua maioria e em Folicular, exclusivo em mulheres.

FERRY et al. (2009) observaram a presenca viral de HHV8 em
linfomas B de Grandes Células, em tipos classificados como GCB

intravascular e outro em linfoma de Hodgkin “Like” coinfectado ao EBV.
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RIMAR et al. (2006) propdéem relagcdo de HHV8 como infecgao oportunista,
com especificidade topografica (endotélios). Em nosso estudo a coinfecgéo
de HHV8+EBYV foi percebida em 67% dos casos (2/3), e um deles com tripla
deteccéo viral (HHV8+EBV+SV40), a maioria em linfonodos cervicais.

As associagdes virais de EBV e HHV8 em linfomas tém sido
implicadas a infeccao latente de células B, conforme modelos em estudos in
vitro com observacdo de imortalizacdo de células B infectadas por EBV
expressando proteinas latentes ao longo das geragdes de células em
cultura, descritos por KLICHE et al. (1998).

Em um caso Plasmablastico adulto jovem, masculino positivo ao
HHV8 foi negativo ao HIV, e o oposto para efusdo primaria (PEL), que sao
descritos como tipos histolégicos mais envolvidos a pacientes com
imunodeprimidos HIV positivos.

Os pacientes positivos HHV8 apresentaram boa resposta terapéutica
ao esquema CHOP, sem evidéncia da doenca, embora estadiados com
doencga avancgada, e poucos casos com recidivas, tiveram remissao clinica

em seguimento clinico superior a 5 anos.

5.6 LINFOMAS E SV40

A associagdo de SV40 na etiologia da doenga e nos mecanismos de
transformacado maligna é controversa (SHAH 2007; POULIN e DECAPRIO
2006). Em estudos in vitro essa relagdo tem sido associada a imortalizagéo

celular interferindo na atividade de telomerase (FODDIS et al. 2002). E, em
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transformacao celular in vitro pela expressao do antigeno t (pequeno ouTag)
e grande (TAg), agindo de forma cooperada (HAHN et al. 2002;
RANGARAJAN et al. 2004).

Entre as habilidades para a transformacgao celular, sugere-se a agao
de TAg em se ligarem a proteinas supressoras tumorais p53 e pRB, levando
ao descontrole do ciclo celular, proliferacdo e apoptose. E, a baixa detecgao
viral pode depender da incorporagédo do genoma viral em cromossomos de
células hospedeiras ou sua presenga na forma episomal (POULIN e
DECAPRIO 2006).

Nossos resultados mostram associacdo aos linfomas com baixa
expressao viral de Tag em 0,7% do total de pacientes avaliados (19/2693). A
positividade detectada foi exclusiva pelo método de hibridizagao in situ, com
auséncia de expressao cruzada aos poliomavirus BKV e JCV, que
apresentam homologia gendémica, sugerida por VISCIDI et al. (2003), em
estudos com imunoensaios enzimaticos.

Em linfomas de Hodgkin tivemos 1,4% (10/716) de expressao de
SV40, em pacientes de idade pediatrica (mediana 11,1 anos). MENESES et
al. (2005) descrevem alta prevaléncia viral em pacientes com a doencga pelo
método de imunoistoquimica com menor casuistica, em comparagdo aos
nossos dados (10%; 2/19). A coinfecgdo ao EBV ocorreu em 50% (5/10) dos
casos positivos ao SV40, e este exclusivo ao subtipo ENOD (10/495; 2%).

PATEL et al. (2008) em estudo pediatrico para o linfoma detectaram
8,3% (29/351) de positividade ao SV40 pelo método de PCR, com maior

presenca do virus em tonsilas, ausente o poliomavirus JCV e um caso
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positivo ao BKV. A coinfecgdo ao EBV foi percebida em 3,1% dos casos.
Houve diferenga entre a idade pediatrica de casos positivos e negativos ao
SV40, sendo maior para os de idade maior que 9,3 anos (p <0.0001).

SHAH et al. (1971) detectaram anticorpos de SV40 em criangas que
nasceram depois de 1964, sugerindo que a infecgdo pode ser independente
da vacinacao de poliomielite exposta a contaminagao viral, sendo o oposto
sugerido por MENESES et al. (2005) em pacientes da Costa Rica com
linfoma de Hodgkin com alta incidéncia populacional para vacinagdo de
polivacinas contaminadas em épocas passadas (decadas de 50 e 60).

A maioria de nossos pacientes foi diagnosticada entre o ano 2000-
2008 (70%), com alta frequéncia em linfonodos cervicais (90%).
Clinicamente com estadio clinico Ann Arbor I-1l e de melhor prognéstico IPI
de 0-2, em 75% dos casos (6/8), com 25% com doenga avancada e
sintomas B. Todos considerados vivos e com alta frequéncia para os sem
doenca (60%). O tratamento terapéutico foi comum para ABVD (75%).
Dados semelhantes n&o foram encontrados na literatura.

Em linfomas ndo Hodgkin a frequéncia viral no total de estudo foi de
0,6% (9/1549), semelhante aos casos de Hodgkin. A expressdo viral foi
exclusiva em subtipo histolégico LDGCB com menor frequéncia aos casos
de ENOD (1,1%; 9/847). De forma semelhante aos linfomas de Hodgkin, a
maioria dos pacientes eram masculinos (89%), e se diferenciam por
apresentar idade adulta (44% > 60 anos; 56% entre 19-60 anos), com

inferior frequéncia de coinfecgéo ao EBV (11,1%; 1/9).
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MENESES et al. (2005) mencionam que a detecgdo da sequéncia
Tag do virus SV40 pode ser mais frequente em LNH B (em centro
germinativo; 64%), e a escolha dos métodos de estudos podem conferir
diferencas de expressao viral, como por PCR e HIS descritos por grupo
japonés em tecidos de LDGCB (NAKATSUKA et al. 2003). VILCHEZ et al.
(2005) referem a expressao de SV40 em centros germinativos de linfomas
de Grandes Células B (83%) e menos frequente ao EBV (46%; p=0.05), em
pacientes HIV positivos. Com o exposto, na atualidade, ainda ha
discrepancias de consenso da melhor metodologia para a detecgédo ao virus
e sua relagao a patobiologia dos linfomas.

AMARA et al. (2008) promovem discussdes interessantes quanto a
patogénese de LDGCB sugerindo associagdo ao virus SV40 em pacientes
da Tunisia. Nos casos com translocagbes t(14;18) houve frequéncia de
grande presenca de copias virais (71%) em centro germinativo. Esses
pacientes tiveram taxas de sobrevida mais curta, mas sem relagao ao status
de SV40. Nossos resultados também mostraram que a maioia dos pacientes
tiveram seguimento clinico curto 62,5% (mediana de 12m; 5/8), com 50% de
Obitos e entre os vivos 75% nao apresentaram doenga em atividade e com
remissao clinica, em sua maioria, apos o uso de esquema CHOP (75%).

Estudos associam SV40 a imunossuprimidos em desordens
linfoproliferativas (VILCHEZ et al. 2006), e ndo tivemos casos HIV positivos
nos linfomas com expressdo ao SV40 e, em geral, com boa resposta

terapéutica.
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CONCLUSOES

Nossos dados permitem concluir que:
Houve mudanca no padrao histopatoldgico e da relagdo do LHc com o
EBV nos periodos estudados, caminhando-se no sentido de igualar
populagdes procedentes da regido sul-sudeste brasileiro ao perfil dos
paises mais desenvolvidos;
Os presentes dados de frequéncia da relagdo do EBV com os
aspectos demograficos e patolégicos dos LH, linfoma difuso de
grandes células B (LDGCB) e linfoma de Burkitt corroboram estudos
nacionais anteriores em séries com menores numeros de casos;
Foi apoiado o valor prognéstico desfavoravel da presenga do EBV em
pacientes com LHc e com menos de 45 anos.
Nossos dados nao permitem atribuir valor progndstico da expressao
de EBV em pacientes mais velhos com LDGCB e LHc, ao contrario
para pacientes com linfoma Folicular (LF);
O impacto de EBV em pacientes com LHc com idade superior a 45
anos parece sugerir efeito protetor, sendo necesséarias analises
complementares multivariadas para melhor elucidar este resultado
que difere a descricdes de estudos norte americanos.
O impacto de EBV na sobrevida de pacientes com idade superior a 45
anos em LF demanda estudos futuros, que possibilitem analise da

associagao viral ao perfil clinico (IPI, estadio clinico e terapéutica);
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A baixa frequéncia da expressdao de HHV8 e SV40 em nossos casos
permite concluir que a importdncia de seu estudo em linfomas

malignos deva ser muito restrita.
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Dr. Cristovam Scapulatempo Neto. Médico Patologista e pesquisador vinculado
ao Departamento de Anatomia Patologica do Hospital do Cancer de Barretos, Sdo
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Caracteristicas dos Servigos Hospitalares Colaboradores com o Projeto

O Hospital AC Camargo, sede da pesquisa, foi inaugurado em 1953
na cidade de S&o Paulo, com uma trajetéria longa como um centro de
diagnéstico e tratamento oncoldgico, sendo uma referéncia internacional em
pesquisa multidisciplinar. Mais de 400 médicos especializados atuam em 44
especialidades diferentes que tratam mais de 800 tipos de cancer. Um
completo centro de tratamento oncolégico com 60 mil m2 contemplando 321
leitos, Ambulatérios de Atendimento, Area de Diagnostico, UTI, Centro
Cirargico, Anatomia Patolégica, Quimioterapia e Radioterapia. Média anual
de 14 mil cirurgias, 40 mil sessbes de quimioterapia, mais de 50 mil
aplicacdes de radioterapia, 200 mil exames de diagnostico de imagem, 300
mil atendimentos ambulatoriais e mais de 13 mil internacdes. Ao todo, o
A.C.Camargo disp8e de 321 leitos e até o final de 2011 totalizou 441 leitos,
configuracdo comparavel a do MD Anderson Cancer Center, nos EUA,
principal Centro Oncolégico Mundial e um dos parceiros internacionais do
A.C. Camargo. Reune uma casuistica de mais de 350 mil pacientes
atendidos em quase seis décadas. Trata-se de uma instituicdo de direito
privado, que atende cerca de 60% de pacientes particulares e conveniados e
40% do sistema unico de saude (SUS).

Hospital de Cancer de Barretos, situado na cidade de Barretos no
interior paulista, tem como objetivo de tratar paciente de cancer, sem
nenhum recurso financeiro (SUS). Em 1967 foi instituida a Fundacé&o Pio XII
e, em 1968, passou a atender pacientes portadores de cancer. No ano de
1989, Henrique Prata, filho do casal de médicos fundadores do hospital,
abraca a idéia do pai e com a ajuda de fazendeiros da cidade e da regido
realiza mais uma parte do projeto. O pavilhdo Antenor Duarte Villela, onde
funciona o ambulatério do novo hospital é inaugurado em 6 de dezembro de
1991 e, além do auxilio financeiro governamental, recebem apoio de
iniciativa privada e artistas. O Instituto de Prevengcdo conta com
equipamentos de Ultima geracdo, consultérios e equipe altamente



qualificada, além das Unidades Moveis de Prevencdo que realizam exames
preventivos na populacdo carente de diversas cidades do pais. O
atendimento diario é de cerca de 3.000 pacientes, 100% SUS e procedentes
de 1342 municipios em 27 estados brasileiros. Possui 1800 colaboradores e
200 médicos com dedicacdo exclusiva. O Instituto de Ensino e Pesquisa
conta com laboratérios de biologia molecular, telemedicina realizando
videoconferéncias com instituicdo de todo o mundo.

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo é uma autarquia do Governo do Estado de Sao Paulo,
vinculada a Secretaria de Estado da Saude, para fins de coordenacao
administrativa e associada a Faculdade de Medicina da USP para fins de
ensino, pesquisa e prestacdo de acdes e servicos de saude destinados a
comunidade através do SUS. Na area assistencial, atua por meio de acoes
de promocédo da saude, prevencdo das doencas, atencdo médico-hospitalar
no nivel terciario de complexidade e reabilitacdo de sequelas apds o
tratamento das doencas. Na é&rea académica, desenvolve cursos de
graduacéo e pos-graduacédo senso lato e senso estrito. Na area de pesquisa,
atua em todos os ramos das ciéncias da saude, por meio de seus 62
Laboratorios de Investigacdo Médica. Inaugurado em 1994 na cidade de S&o
Paulo, o complexo Hospitalar das Clinicas de FMUSP é considerado um dos
mais importantes polos brasileiros de disseminacéo de informacdes técnico-
cientificas, sendo um Centro de exceléncia e referéncia no campo de ensino,
pesquisa e assisténcia. Com area construida em 378.545,32 m2 conta com
2.000 leitos e 15 mil profissionais nas mais diversas profissdes. E formado
por 7 Institutos, 2 Hospitais Auxiliares, Laboratérios de Investigacdo Médica,
unidades especializadas e demais areas de apoio como o Prédio da
Administracdo e Anexos, o Centro de Convengdes Rebougas e a Escola de
Educacao Permanente.

Hospital das Clinicas da Universidade de Campinas, localizado
dentro do campus da Universidade Estadual de Campinas, é um dos
hospitais do complexo hospitalar ligado a Faculdade de Ciéncias Médicas da

Unicamp, sendo considerado um centro de referéncia em diversas



especialidades médicas, possuindo exceléncia reconhecida nacionalmente.
A histéria do HC esta intimamente ligada a Faculdade de Ciéncias Médicas
da Unicamp, autorizada a funcionar em 1963. Provisoriamente, permaneceu
instalada nas dependéncias da Maternidade de Campinas até 1966.
Atualmente, o HC conta com uma area construida de 65.000,00 m2. S&o
mais de 4.000 m2 em corredores distribuidos em sete blocos interligados por
onde circulam mais de 10.000 pessoas diariamente. Juntamente com 0S
demais hospitais, o Complexo hospitalar da FCM-UNICAMP soma mais de
820 leitos, 100% SUS, um dos maiores complexos hospitalares do pais.
Esse hospital tem como objetivo a promocdo do ensino e da pesquisa,
atuando como suporte no ensino e treinamento a residentes e estudantes
dos cursos de graduacdo e pés-graduacdo de medicina e enfermagem da
propria Unicamp e de outras instituicdes conveniadas. Como caracteristicas
da infraestrutura destaca-se a capacidade ocupacional de 403 leitos, centros
de cirurgia geral, ambulatorial, emergéncia e unidades de terapia intensiva
para adultos, pediatrica e transplantes de 6rgdos e coronariana. O Hospital
de Clinicas da Unicamp tem como objetivo a promoc¢do do ensino, da
pesquisa e da assisténcia servindo de campo de ensino e treinamento a
residentes e estudantes dos cursos de graduacdo e poés-graduacdo de
medicina e enfermagem da FCM/UNICAMP e de outras instituicdes. A
atuacao de docentes altamente qualificados possibilita que sejam realizadas
assisténcias em diversas especialidades médicas ambulatoriais, que se
dividem em cerca 580 sub-especialidades.

Hospital da Irmandade Santa Casa Misericordia de Sao Paulo. A
Ordem das Santas Casas de Misericordia foi instituida em Portugal, no ano
de 1498, pela Igreja Catdlica, tendo como objetivo principal a pratica de
obras de caridade. A Santa Casa de Misericordia de S&o Paulo € a mais
antiga instituicdo assistencial e hospitalar em funcionamento na cidade de
Sao Paulo, preferencialmente a pacientes previdenciarios, situada no distrito
da Consolacédo na capital paulista. Ha registros de que funcionou como um
centro de formacdo de médicos e cirurgides por séculos, como hospital-
escola de outros institutos de ensino. A Faculdade de Ciéncias Médicas da



Santa Casa de S&o Paulo iniciou suas atividades académicas em 1963. A
missdo da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo é
promover ensino, pesquisa, extensdo e atencdo a saude em niveis de
exceléncia. A Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo
esta inserida no Complexo Hospitalar da Irmandade de Misericordia da
Santa Casa de Sao Paulo. Por isso desenvolve as atividades da graduacéo
e pos-graduacdo nas seguintes areas do Hospital Central (770 leitos, 50
salas cirurgicas, 5 subdivisbes de emergéncia - Pediatria, Cirurgia, Clinica
Médica, Obstetricia e Ginecologia, Ortopedia e Traumatologia), Unidades de
Tratamento Intensivo e toda a infraestrutura de suporte diagnostico e
procedimentos. Executa todos os tipos de atendimentos, incluindo-se
transplantes de 6rgaos. O Hospital S&o Luis Gonzaga destina-se a
atendimento a nivel de referéncia secundaria (225 leitos, 13 salas de
cirurgia, Pronto Socorro Geral, laboratério de Patologia Clinica e Radiologia
convencional).O Hospital Geriatrico D. Pedro [I mantém 710 leitos,
utilizando-se dos servicos médicos dos outros dois Hospitais, quando

necessario.
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(Grupo I1I)

PARECER CEP: N° 688/20009 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0550.0.146.000-09

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “REGISTRO DE LINFOMAS MALIGNOS DA FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS DA UNICAMP. BASE PARA A PESQUISA DE VIRUS LIGADOS A
LINFOMAGENESE”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: José Vassalo.

INSTITUICAOQ: Depto. de Anatomia Patologica/FCM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 06/08/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 08/09/10 (O formulario encontra-se no sife acima)

IT - OBJETIVOS

Formar um registro de linfomas malignos diagnosticados e tratados na FCM-UNICAMP.
Estudar a freqiiéncia com que os virus oncogénicos EBV, HHV8, SV40 podem ser detectados
em tecidos parafinados de linfomas humanos, utilizando técnicas de imunoistoquimica e
hibridiza¢do in situ. Avaliar a presenca de virus em relacdo a faixa idade, género, local de
procedéncia do paciente, presencga de imunossupresio. Avaliar a presenga de virus em relagédo
aos critérios de grau histologico e histogénese.

III - SUMARIO

Projeto de pesquisa. Estudo retrospectivo, incluindo informagdes do prontudrio do
paciente ¢ tecidos incluidos em parafina, previamente retirados do paciente no momento do
diagnéstico, obtidos nos arquivos de patologia (tamanho da amostra 300-500 pacientes).
Critérios de inclusdo: pacientes com diagnostico de linfoma maligno (entre 1990 e 2009), na
FCM-UNICAMP. Critérios de exclusfio: pacientes cujos prontudrios nfo possuem as
informagdes necessarias, casos em que os blocos de parafina com material bioldgico ndo sejam
suficientes para as analises propostas.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Conforme solicitado pelo pesquisador, este Comité de Etica em Pesquisa aprova a
pesquisa em sua etapa de registro. Por se tratar de estudo multicéntrico nacional, este Comité
sera considerado o primeiro centro e a aprovagdo nos demais centros participantes se faz
necessdria por submissdo aos Comités locais.

V - PARECER DO CEP

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caiva Postal 6111 FAX  ¢019)3521.7187
13083-887 Campinas— SP cepFfem.unicamp.br



FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restricdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado a dispensa do Termo do
Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa
supracitada. '

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e n#o representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdio CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO

Homologado na VII Reunifo Ordinaria do CEP/FCM, em 28§ de julho de 2009.
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Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM/UNICAMP
Comité de Ltica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8930
Caixa Postal 6111 FAX (019 3521-7187
13083-887 Campinas— SP cepipfem.unicamp.br




MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saude
Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS FR - 243438

Projeto de Pesquisa

Detecgdo retrospectiva de virus oncogénicos (EBV, HHVS, E SV40) em tecidos parafinados de linfomas humanos e correlagao com dados
clinicopatolégicos.

Area de Conhecimento Grupo Nivel
4.00 - Ciéncias da Saude - 4.01 - Medicina - Epide. Grupo Il Epidemiologico

Area(s) Tematica(s) Especial(s) Fase
Nao se Aplica

Unitermos
Oncovirus, linfomas

N° de Sujeitos no Centro Total Brasil N° de Sujeitos Total Grupbé Especiais

200 200 200 Crianga e ou menores de 18 anos,
Placebo Hr?ﬂve?ﬁf[gnsemos Wash-out Sem Tratamento Especifico Banco de Materiais Biologicos

NAO - NAO NAO SIM

NAO
; . i Pesquisador Responsavel

Pesquisador Responsavel CPF Identidade
Cristovam Scapulatempo Neto 638.996.801-97 681846 SSP/MS
Area de Especializagéo Maior Titulagao Nacionalidade
MEDICINA DOUTORADO BRASILEIRO
Enderego ) Bairro Cidade
ALAMEDA PANAMA, 75 CITY BARRETOS | BARRETOS - SP
Codigo Postal Telefone Fax Email
14784-006 17-33216600 R6856 / 17-33254996 17-33216629 cristovamscapula@uol.com.br

Termo de Compromisso

Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complementares. Comprometo-me a utilizar os materiais e dados

coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e publicar os rezgtado sejam eles favoraveis gu nio.
Aceito as responsabilidades pela condugo cientifica do projeto acima. }—v£; I W che‘
7

Data:_Jg 1 © 2 2009 Assinatura

e Instituigdo Onde Sera Realizado
Nome CNPJ Nacional/Internacional
Fundagdo Pio XII - Hospital de Cancer de Barretos 49.150.352/0001-12 Nacional
Unidade/Orgao Participagédo Estrangeira Projeto Multicéntrico
Anatomia Patolégica NAO NAO
Endereco Bairro Cidade
Rua Antenor Duarte Villela n®1331 Dr Paulo Prata Barretos - SP
Cddigo Postal Telefone Fax Email
14787400 17 33216600 1733216600 cep@hcancerbarretos.com.br

Termo de Compromisso
Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complementar:

desenvolvimento de to, autorizo sua execugio.
Nome:

ste proj :
ol Jows, cu OQfiveng
Data:_ Q@ / Oy O

como esta-instituicdo tem condigées para o

Assinatura

O Projeto devera ser entregue no CEP em até 30 dias a partir de 16/02/2009. Nao ocorrendo a entrega
nesse prazo esta Folha de Rosto sera INVALIDADA.



HOSPITAL
BARRETOS
-G Comité de Etica em Pesquisa
CEP

Para: Cristovam Scapulatempo Neto

De: Renato José Affonso Junior
Coordenador do CEP

Data: 03/04/2009

Projeto de Pesquisa: 201/2009

Prezado (a) Senhor (a),

Vimos, por meio desta, informar que o Comité de Etica em Pesquisa da
Fundagdo Pio XIl - Hospital de Cancer de Barretos analisou as pendéncias estipuladas
ém reunido ocorrida na data de 12/03/2009, referente ao projeto  “Detecgdo
retrospectiva de virus oncogénicos (EBV, HHV8, E SV40) em tecidos parafinados de
linfomas humanos e correlagdo com dados clinicopatolégicos”, decidindo pela

aprovacao do mesmo.

Atenciosamente,

Dr. Renato José Affonso Junior
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

Rua Antenor Duarte Villela, 1331 — B. Dr. Paulo Prata - Barretos — SP CEP 14784-400 - CNPJ 48.150.352/0001-12
Tel. 17 33216600 R. 6894 - cep@hcancerbarretos.com br
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DIVISAO DE ANATOMIA PATOLOGICA

Séao Paulo, 24 de margo de 2.009

A
Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa
CAPPESQ

Prezados Senhores,

Informamos que o Projeto intitulado: “DETECCAO RETROSPECTIVA DE
VIRUS ONCOGENICOS (EBV, HHV8 E SV40) EM TECIDOS
PARAFINADOS DE LINFOMAS HUMANOS E CORRELACAO COM
DADOS CLINICOPATOLOGICOS’, sob a coordenagédo do Prof. Dr. José

Vassallo, foi aceito para ser desenvolvido em conjunto com a Divisdo de Anatomia
Patolégica do HC-FMUSP. Informamos também que a patologista Profa. Dra.
Maria Claudia Nogueira Zerbini ficara respcnsavel pelas tarefas a serem

desenvolvidas nesta Diviséo.

Atenciosamente,

e

~"Prof. Dr. Venancio Avancini Ferrei
Diretor
Divisdo de Anatomia Patold

/

Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 155 — PAMB - 10° andar — Anatomia Patolégica - CEP 05403-000
tels.: 3069-6091 /6092 / 6281 / 7996 — fax: 3069-7997 — e-mail.. secretaria.dap@hcnet.usp.br



_-:' b Maboforma MINISTERIO DA SAUDE - Conselho Nacional de Satde - Comissao Nacional de Etica em Pesquisa = CONEP
-
\9’ ol FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Projeto de Pesquisa: 2. CAAE:
DETECGAD RETROSPECTIVA DE VIRUS ONCOGENICOS (EBV, HHVA E SV40) EM TECIDOS

PARAFINADOS DE LINFOMAS HUMANOS E CORRELACAO COM DADOS CLINICOPATOLOGICOS

3. Area Temdalica:

4. Area do Conhecimento:
Grande Area 4. Ciéndas da Saide

PESQUISADOR RESPONSAVEL

5. Nome:

Maria Claudia Nogueira Zerbini

6. CPF: 7. Endeneco (Rua, n.®):

(029.386.508-14 ESTELA SEZEFREDA PINHEIROS 58 SA0 PAULOC SAD PAULD 05415070
8. Macionalidade: 9. Telefone: 10. Quiro Telefone: 11. Email:

BRASILEIRA (11) 3088-6160 czerbini@usp.br

12. Carga:

Termo de Compromizso: Declaro que conhago e cumprirai 0s requisitos da Resolucdo CNS 196/96 e suas complementaras. Compromelo-me a
utilizar os materiais e dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protocole e a publicar os resultados sejam eles favoraveis ou ndo.
Aceilo as responsabllidades peta conduiao cienlifica do projelo acima. Tenho diéncia que essa folha serd anexada ao projeto devidamente assinada
por todos os responsaveis & fard parte integrante da documentacio do mesmo.

m;i} :w_rw[g_,

/ Assinalura 4

INSTITUICAQ PROPONENTE

13. Nome: 14. CNPJ: 15. Unidade/Orgao:
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina |80 448 .040/0001-22

da USP

16. Telefone: ; 17. Qutro Telefone:

(11) 3069-6442

Termo de Compromisso (do responsdvel pela InstilulgBo ). Declar que conhego & cumprired os requisiios da Rescluglo CNS 196/96 e suas
Complemenlares e como esls instiluigio lem condigbes para o desenvolvimento desle projelo, autorizo sua execugio.

ELOISA SILVA DUTRA DE OLIVEIRA BONFA CPE: 042.658.928-92

Respansavel:

CargofFungao: Diretora Clinica do HCFMUSP

Daba;_.}.} ! Ot}'a !91./

Assinatura

PATROCINADOR PRINCIPAL i pinicadh Horwap

Nao se aplica.

oy

Prof, Dr. Paule H. N. Saldiva
Chefe do Depto. de Patologia



Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo

U.E.S. de Anatomia Patologica
C.C. 010061001

S3o Paulo, 23 de setembro de 2009.

A
Comissio de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
CAPPESQ

Prezados Senhores,

Informamos que o Projeto intitulado: “DETECCAO RETROSPECTIVA DE VIRUS
ONCOGENICOS (EBV, HHV8 E SV40) EM TECIDOS PARAFINADOS DE
LINFOMAS HUMANOS E CORRELACAO CoM DADOS
CLINICOPATOLOGICOS”, sob a coordenacdo do Prof. Dr. José Vassallo, foi aceito
para ser desenvolvido em conjunto com o Servigo de Anatomia Patolégica da
ISCMSP. Informamos também que o patologista Prof. Dr. Roberto Antonio Pinto
Paes ficard responsavel pelas tarefas a serem desenvolvidas neste Servigo.

A tenc:osameme

M\,ér

Prof. 'Dr. José Donato P jS} ero

Rua Dr. Cesario Motta Junior. 112 CEP 01221-020+ Sao Paulo
S 2176-1503



Anexo 2 - Protocolo de reagcédo imunoistoquimica e hibridizag&o in

situ para deteccao de oncovirus EBV, HHV8 e SV40.

A)

REACAO DE IMUNOISTOQUIMICA:pH 9.0

Procedimentos:

1 O bloco de Tissue Microarray (TMA) é cortado no micr6tomo rotativo na espessura
de 5 um. Coloca-se adesivo (tape) contra o bloco de TMA em fase antecedente ao
corte. As laminas sofrem banho de parafina, estando prontas para o
armazenamento em freezer.

2 Desparafinizacdo das laminas deixadas por 24 horas em estufa 60°C,e em seguida:
3.1 Xilol a 60°C por 20 minutos
3.2 Xilol a temperatura ambiente por 20 minutos
3.3 Etanol 100% 30segundos
3.4 Etanol 85% 30 segundos
3.5 Etanol 70% 30 segundos

4 Lavar as laminas em agua corrente e destilada.

Ferver a solucdo tampéo Tris EDTA 1 mM pH 9.0 em panela de presséo (Eterna®,
Nigro) destampada, mergulhar as laminas e lacrar a panela com a valvula de
seguranca aberta.

6 ApOs a saida do vapor saturado, abaixar a valvula de seguranca e aguardar a
pressurizacao total. Cronometrar 4 minutos ap0s esse sinal.

Deixar a panela fechada sob agua corrente até a despressurizagédo total.

Destampar a panela com as laminas e lavar em agua corrente e destilada.

Proceder ao bloqueio da peroxidase endégena com H,0, [3%)], (agua oxigenada 10
vol), 3X (10 min).

10 Lavar em agua corrente e destilada e com solucao salina tamponada com fosfatos
(PBS-phosphate buffered saline) 10mM pH 7.4 (5 min).

11 Incubar as laminas com o anticorpo primario diluido em titulo pré-estabelecido,
conforme tabela abaixo, em tampdo PBS contendo albumina bovina (BSA) 1%
(Sigma, A9647, EUA) e azida sbdica (NaN3) 0,1%, por 30 min (37°C) ou 18 h (4°C)
em camara umida.

Anticorpos Clones Titulos [ Fabricantes

SV40-Tag MRQ-4 1:100 Cell Marque cat# 351M-16 , Rocklin, CA, EUA

HHV8-LNA-1 |13B10/LN35|1:100 BioSB cat# BSB 5650, Santa Barbara, CA, EUA
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B)

Lavar em tampé&o PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.

Incubar por 30 min a 37° C com Advance’ HRP Link (Dako cod# K4068,
Carpinteria, CA, EUA).

Lavar com tampao PBS com 3 trocas de 3 min cada.

Incubar com o Advance” HRP Enzyme por 30 min a 37° C (sistema de
polimero/amplificacdo Dako), em camara Umida.

Lavar em tampéo PBS (3X), por 3 minutos cada.

Incubar as laminas em solucdo substrato: 100 mg de 3,3' Diaminobenzidine
Tetrahydrochloride (DAB) (Sigma, D-5637, EUA); 1 mL de Dimetilsulféxido (DMSO);
1 mL de H,0, 6% (a4gua oxigenada 20 vol); 100 mL de PBS; por 5 minutos a 37°C,
ao abrigo da luz. Esta etapa pode ser substituida pelo uso de solucéo
DAB/Dako (1:50 = DAB:Diluente, utilizando-se 100ul/TMA).

Observar ao microscopio, nas laminas controles, o desenvolvimento de precipitado
castanho dourado, como produto final da reacéo.

Lavar em agua corrente e agua destilada por 3 minutos.

Contracorar com Hematoxilina de Harris por 1 minuto.

Lavar bem em agua corrente e destilada

Imergir 2 vezes em &agua amoniacal (solucdo de hidroxido de amoénio 0,5%),
lavando em seguida em agua corrente e destilada.

Desidratar as laminas em:

23.1  Etanol 80%, 30 segundos

23.2  Etanol 95%, 30 segundos

23.3  Etanol 100% 2 vezes, 30 segundos cada

23.4  Xilol 4 vezes, 30 segundos cada

Montagem das laminas em Entellan neu (Merck, 1.07961, Alemanha)

REACAO IMUNOISTOQUIMICA pH 6.0

Todas as etapas descritas para a detec¢do dos oncovirus HHV8 e SV40 séo

aplicadas para o EBV, substituindo-se apenas o item 5 (recuperacdo antigénica), com

solucédo tampéo citrato 10 mM pH 6.0. Como anticorpo primério foi utilizado:

Anticorpo |Clones Titulos Fabricantes

EBV-LMP1 [CS1-4 1:200 Dako, cod M0897, Glostrup, Dinamarca

(*) ModificagBes do protocolo do fabricante sugeridas pela técnica de laboratério Suely Nonogaki e
padronizacao da técnica no laboratério de pesquisa, CIPE-HACC.




C)

REACAO DE HIBRIDIZACAO IN SITU PARA DETECCAO
DE HERPESVIRUS EBV, HHV8

Procedimentos:

~N o o b~

10

11

12
13

14

Utilizar cortes de laminas de blocos de Tissue Microarray (TMA) com auséncia de
adesivo (tape), com 5 um de espessura.

As laminas de TMA e controles sdo armazenadas no freezer até 0 momento de seu
uso.

Desparafinizar as laminas em estufa por 15 minutos em estufa 60° C e, em seguida:
3.1 Xilol 10 min (3X)

3.2 Alcool 100% 5 min (3X)

3.3 Lavar em agua corrente 5min

Bloguear reacdo com peroxidase 10V (H,0,)

Tirar o excesso de H,0O, com agua destilada por 5 min

Escorrer excesso em papel filtro

Incubar 100ul de Proteinase K por 10 min a 37° C (hibridizador), cobrindo com
laminula e selar. As aliquotas de proteinase K sdo armazenadas em freezer,
solucao estoque (9 ul) e no momento do uso, diluir em Tris-Hcl 50mM pH 7.6

Lavar em agua corrente 3 min e desidratar em alcoois:

8.1 70%, 2 min

8.2 85%, 2 min

8.3 100%, 2 min

Secar a RT (Temperatura ambiente)

Adicionar sondas:

Sondas Titulos Fabricantes

EBV-EBER 20ul Novocastra Laboratories, Newcastle,
Reino Unido

HHVS8-T1.1 20ul Novocastra Laboratories, Newcastle,
Reino Unido

(*) pode ocorrer a variagdo de titulagédo devido a quantidade de amostras/TMA

As sondas permanecem por 18-24HS, hibridizador 37° C. Laminas cobertas com
laminulas e seladas. Para EBER a eficiéncia da sonda pode ocorrer em 3Hs e dar o
procedimento de rotina no dia.

Retirar laminula adesivada com cuidado e lavar com PBS a RT por 3min (1X)

Lavar com solugdo TBS pH7.6 e Triton X-100 (0.1%), por 3min (3X) Solucdo
estoque a RT.

Incubar com solugédo bloqueadora (SB=400ul+SC=100ul), 10min (1X):
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. SB (1:1) = 500 ul de TBS ph7.6 e Triton X-100 (0.1%) + 500ul BSA 6%

o SC= Soro normal de coelho

. BSA, solucéo estoque congelada 6%

Retirar laminula, escorrer excesso da solugcao em papel filtro.

Adicionar conjugado (kit-Dako, frasco A, com anti- FITC) diluido 1:100 em solucao

de TBS+Triton (500ul) + BSA 6% (500ul)

Hibridizar por 30min, 37° C (com laminula)

Lavar em TBS pH 7.6, 3min (2X)

Lavar em tampdo ALP pH9.0 (RT), 5min no escuro

. ALP= Tris Hcl 100mM, MgCI2 50mM, NaCl 100mM em 1L/Agua MQ

Escorrer e adicionar substrato enzimatico do Kit-Dako frasco B (enzima/substrato) e
C (levamisole), diluido em ALP (10ul B+0,5ulC+500ul ALP) por 1hora, 37° C

Lavar em agua corrente, por 5 min.

Contracoloracdo com Hematoxilina

Secar a RT

Montar [aminas em meio aquoso e selar (armazenar no escuro).

(*) Modificagdes do protocolo do fabricante sugeridas pelo técnico de laboratério José Ivanildo Neves.

D)

REACAO DE HIBRIDIZACAO IN SITU PARA DETECCAO
DE POLIOMAVIRUS SV40, JCV e BKV

Sondas provenientes do fornecedor Enzo Life Sciences (Science PRO), como segue:

Poliomavirus Caddigo Descricdo

BKV 40848 BK Virus BioProbe® 2g
JCV 40847 JC Virus BioProbe® 2g
Sv40 40845 SV40 BioProbe® 2g

Resumidamente, o fabricante sugere a utilizacdo dos reagentes do Kit Ultrasensitive®

Enhanced Horseradish Peroxidase-AEC in situ detection system:

A) Pés-hibridizagdo, 15ml (identificado/frasco branco): tampéo formamide.
Estoque a 2-8° C, p6s uso.
B) Bloqueio/Tamp&o/Anticorpo, 15ml (identificado/frasco verde): tampdao

fosfato salino contendo proteina bloqueadora. Estoque a 2-8° C, pés uso.



C) Anti-Biotina/Coelho, 15 mL (frasco/Pink). Anti-biotina de coelho em tampé&o
fosfato salino. Estoque a 2-8° C, pés uso.

D) Biotina anti-cabra-coelho IgG (frasco purple) 15mL.

E) Reagente de deteccdo, 15 mL (frasco amarelo). Streptavidina-biotinilada,
complexo peroxidase em tampao fosfato salino. Estoque a 2-8° C, pds uso.

F) Reagente AEC, 1mL (vermelho). Aminoetilcarbazole em dimethylformamide.
Estoque a 20° C pds uso.

G) Tampao para reacdo/Reagente-substrato, 3 X 6mL (cinza). Peroxido de

hidrogénio em tampéo acetato. Estoque a 2-8° C, pds uso.

H) Corante Azul, 15mL. Usado em solu¢do aquosa/hematoxilina. Estoque
RT/escuro.
1) Tampéao de lavagem/salina-Enzo (para 4 L). Tampéo fosfato salino pH7.1.

Estoque a 2-8° C, pés uso.

Procedimento:

N o oA WN

10

Desparafinizar laminas de TMA, em cortes de 5um, sem adesivo (tape): 15min a
60°C, e baterias de:

o Xilol 1, 10 min
) Xilol Il, 2 min
. Alcool 1, 100%, 1min
. Alcool 2, 100%, 1min
. Alcool 3, 90%, 1 min
. Alcool 4, 70%, 1 min

Lavar em agua deionizada, 1 min.
Bloguear reacdo com peroxidase 10V (H,0,)
Tirar o excesso de H,0O, com agua destilada por 5 min
Escorrer excesso em papel filtro
Incubar com proteinase K (1X, Solugdo estoque 10X freezer), por 15 min a 37° C.
Lavar em agua corrente 3 min e desidratar em alcogis:
e 70%, 2 min
e 85%, 2 min
e 100%, 2 min
Secar a RT (Temperatura ambiente)
Adicionar sondas (20ul) e cobrir com laminula e deixar por 10 min desnaturando a
95° C, e overnight (37° C), no hibridizador.

No dia seguinte, remover laminula e lavar em solugao tampao/Enzo por 5min;



11 Adicionar 6-8gotas do reagente (frasco/branco) ou solugdo pds-hibridizacao,

incubando por 10 min a 37° C;

12 Remover solugdo com tampao-enzo por 2min (2X,) a RT

13 Adicionar 6-8 gotas (frasco verde) ou solucéo bloqueadora por 10 min a 37° C.

14 Lavar por 2min (2X) com tamp&o-Enzo a RT

15 Adicionar 6-8 gotas (frasco pink) ou anti-biotina de coelho por 20min a RT

16 Lavar em tampao-Enzo por 2min a RT

17 Adicionar 6-8gotas (frasco purple) ou anti-cabra-coelho IgG, Enzo, por 20 min a 37°
C

18 Lavar tampao por 2 min (2X) a RT

19 Adicionar 6-8 gotas (frasco amarelo) ou reagente de detecc¢édo, por 30 min a 37°C

20 Lavar gentilmente com tampéao-enzo 10 segundo a RT e incubar por mais 1 min a

RT com novo tamp&o-enzo (2x)

21 Adicionar 6-8gotas (frasco/cinza) reagente/substrato, por 20min

22 Lavar com tampédo Enzo a RT e 4gua destilada rapidamente

23 Adicionar 6-8 gotas (frasco azul) ou corante, por 2min a RT no escuro

24 Lavar com agua destilada 2min e secar a RT

25 Montar com meio aquoso e armazenar no escuro.

26 Reacbes positivas de cor vermelho-escuro ou vermelho-queimado (nucleo).

(*) Modificagdes do protocolo do fabricante sugeridas pelo técnico de laboratério José Ivanildo
Neves/Adriana H Moreira.



Anexo 3 - FICHA PACIENTE: dados clinicopatolégicos

Projeto: VIRUS ONCOGENICOS EM LINFOMAS. Adriana H Moreira/ J Vassallo

Identificacdo do Paciente

Nome:

Data de Nascimento e Idade:

Género

Raca

NUmero/Registro Hospitalar - Procedéncia

AP para TMA:

Data AP para
TMA

QDE BL E LAM

Data da Admissao

Origem Paciente

Atual:

Nivel:

Profissao

Dados clinicopatoldgicos

(*) N. BLOCO/EMISSAO:

Topografia:

Observacdes:

Dados 1Q

Diagnéstico a
Admissdo:

Diagnéstico revisto (FINAL):

Estadio:

IPI:

Imunodeficiéncia

Tratamento NA ADMISSAO

Tratamento poés recidiva:

Remissdo completa ;
Clinica, Sem reposta,
Parcial, em:

RC=

RCL=

SR=

RP=

Remisséao
Resposta

Recidiva;
Atividade.:
REC 1=

REC 2 =

PD/DE=

Progressdo da Doenca; D¢ em

OBITO:

ULT CONS:

SED-ULT CONS:




Anexo 3 - FICHA PACIENTE: dados clinicopatolégicos

Obito em:

Ultima consulta, sem evidéncia de doen¢a;
ultimo retorno; data visto prontuario:
SED =

ULT RET=
VISTO PRONT =

Resultados das andlises para virus oncogénicos/produtos

EBV 1Q:
HIS-ISH:

HHV8 1Q:
HIS-ISH:

SV40 IQ:
HIS-ISH:

OBSERVACOES RELEVANTES:




Apéndice 1 - Painéis imunoistoquimicos* aplicaveis em tecidos parafinados

para o diagnostico de linfomas malignos.

* Estes painéis foram utilizados para concluséo diagnostica no presente estudo.

Quadro 2 - Diagnéstico diferencial das neoplasias indolentes de células
linféides B periféricas

CD10 CD23 CiciDl OBSERVAGOES

LC/LLC + - + - i -
LLP + - - - - - 3
LZM + - - - - - 4
LCM + - + - ] +

LFOL I - - + i i 5
TRIC + - - - - + °

Legenda: LC/LLC: linfoma linfocitico/ leucemia linféide crénica; LLP: linfoma linfoplasmocitico; LZM: linfoma da
zona marginal; LCM: linfoma de células do manto; LFOL: linfoma folicular; TRIC: tricoleucemia; 1: ou CD79a ou
Pax-5; 2: CD20 pode ser positivo focal ou apresentar reatividade fraca; 3: apresenta restricdo de cadeia leve
intracitoplasmatica (kappa ou lambda +), cadeia pesada mais frequentemente expressa € IgM; 4: pode apresentar
restricdo de cadeia leve intracitoplasmatica, no linfoma da zona marginal esplénica cadeia pesada mais
frequentemente expressa € IgD; 5: apresenta ainda expressdo nuclear da proteina BCL6; 6: apresenta ainda
reatividade para CDw76/DBA44 em >95% dos casos. Todos os marcadores mencionados nesta tabela sdo de
reatividade transmembranar, exceto as cadeias de imunoglobulinas que também podem ser citoplasmaticas; ciclina
D1 e BCL6 séo nucleares.

Quadro 3 - Diagnostico diferencial das neoplasias hematopoéticas de
células blasticas (médias imaturas, com alto indice mit6tico)

CD20 CD79a Pax-5 TdT Ciclbl OBSERVAGOES
LB-B +/- + + - + -
LB-T - - - + + -
LCM-bl + + + - - A
SGR - - - - -+ - !
NK-bl - - - +/- - - 2

Legenda: LB-B= neoplasia de células B precursoras/linfoma linfoblastico B; LB-T= neoplasia de células T
precursoras/linfoma linfoblastico T; LCM-bl= linfoma de células do manto, forma blastéide; SGR= sarcoma
granulocitico; NK-bl= neoplasia de células NK blastéide; +/- pode ser negativo; -/+ pode ser positivo; 1= positivo
para marcadores miel6ides e/ou monociticos, como CD68, mieloperoxidase, CD15, CD33, lisozima e também
CD45 e CD43 — em se tratando de eritroleucemia, expressdao de CD235a (glicoforina A) — em se tratando de
leucemia megacarioblastica, expressdo de CD61 (gpllla); 2= rarissimo, positivo para CD56 e negativo para EBV




Quadro 4 - Diagnostico diferencial entre linfoma de grandes células B
(DGCB), linfoma de células B de alto grau (LCBA) e linfoma de Burkitt atipico
+ linfoma de Burkitt (LBK)

CD20 CD79a Pax-5 CD3 CD10 BCL2 BCL6 Ki-67 FISH

LDGCB + + + = +~30% +~60% +/- < 95% !
LCBA + + + - var var var >95% 2
LBK + + + - + ~85% - + ~100% d

Legenda: var= dados variam na literatura; FISH= hibridiza¢&o in situ fluorescente; 1= translocacdo IGH-BCL2
presente em ~80-90% dos casos; raramente ocorre a translocacéo IG-MYC (<5%); a qual pode estar associada a
pior prognostico; 2= translocacéo IG-MYC esta presente em ~40% dos casos e pode haver translocagdo IGH-BCL2
associada; 3= translocagdo IG-MYC esta caracteristicamente presente e a translocacdo IGH-BCL2 tipicamente
ausente

Quadro 5 - Diagndstico diferencial entre linfoma de grandes células B rico em
linfocitos T/histiocitos (LDGCB-rTH) e linfoma de Hodgkin, predominéncia
linfocitaria nodular (LH-pIn)

Marcador LDGCG-rTH LH-pln
Pan-B nas células neopléasicas 4 +
BCL2 nas células neoplasicas Raramente + + ~40%
Células neoplasicas envoltas em células T+ -
reticulares dendriticas®

Pan-B nos pequenos linfécitos +-2 3
Pan-T nos pequenos linfécitos -[+ A
Rosetas de linfécitos CD57+ + 30-40% Raramente +
CD15 - -
CD30 - -
EMA* + +
EBV - -
Pesquisa de rearranjo clonal de IG nas 4+ A
células neoplasicas®

Legenda: IG= imunoglobulinas; +/- predominam os linfocitos B; -/+ linfécitos T sdéo menos freqlientes que os B,
principalmente entre os nédulos de linfécitos B; 1= este achado independe do fenétipo dos pequenos linfécitos
infiltrantes, uma vez que ha raros casos de LH-pl com grande nimero de células T 2= os linfécitos B mantém a
nodularidade, mesmo que focalmente; 3= se houver linfécitos B, estes séo esparsos, sem formacéo de agregados
nodulares; 4= ambos com 30-35% de expressdo; 5= feita por técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia da
polimerase, PCR, aplicavel também em tecidos parafinados.



Quadro 6 - Diagndstico diferencial entre linfoma de Hodgkin classico (LHC)
e linfoma n&o-Hodgkin de grandes células anaplasicas T/NULL (LGCA)

‘ Marcador LHC LGCA
CD20 - (+ em ~ 10-15%)* -
Pax-5 +2 -
Pan T - +-2
CD15 + (~ 70-80%) - (raramente +)
CD30 + +
EBV + (~30-60%)* -
CD43 Raramente + Frequentemente +
EMA Raramente + Frequentemente +
BNH9 Raramente + Frequentemente +
Gréanulos citotoxicos - +
CD246/ALK : + (~60-80%)
Analise molecular Rearranjo IG Rearranjo TCR

Legenda: EBV= virus de Epstein-Barr; EMA= antigeno epitelial de membrana; IG= imunoglobulinas; TCR=
receptor de células T; 1= a positividade, quando presente, é heterogénea de célula para célula; 2= a positividade
nuclear é mais fraca nas células de Hodgkin-Reed-Sternberg que nos linfocitos B presentes; 3= deve-se utilizar um
amplo espectro de marcadores pan-T, pois o CD3 é positivo em apenas 25% dos casos; 4= a frequéncia da
expressdo de EBV é maior em paises menos desenvolvidos, em individuos imunossuprimidos e no tipo
celularidade mista.



Quadro 7 - Expressdo de marcadores imunoistoquimicos em linfomas T/NK

CD GRC CDb3 CD2 CD5 CG EBV

1 6 2 3
E
T-Al + +4 + - + + - - - - +- o+
T-NK + + - -/+ - - + - - + - ++
ATL + + + - 3 - - -+ ++ - - -
ALC +/- -/+ +/- -[+ +/- -/+ + ++ ++ +/- - -
L
T-EN + + - -[+ - + 3 -[+ -/+ -[+ - -
T-HE + + - +/- - + +/- - - + - -
T-SC th 1 - T -/+ th T - - - - -
MF + + + -l+ +/- -[+ - - - - - -

Legenda: TSOE: linfoma T-periférico sem outra especificagdo (25% dos linfomas T periféricos); T-Al: linfoma T
angioimunoblastico (18%); T-NK: linfoma extranodal T/NK do tipo nasal (10%); ATL: linfoma/leucemia T do adulto,
HTLV1+ (9%); ALCL: linfoma de grandes células anaplasicas CD30+, com ou sem expressao de ALK (10%); T-EN:
linfoma T enteropatico (5%); T-HE: linfoma T hepatoesplénico (1,5%); T-SC: linfoma T subcutaneo (1%); MF:
micose fungdide/sindrome de Sézary (corresponde a 40-50% de todos os linfomas T cutaneos); 1: granulos
citotoxicos (perforina, granzima B, TIA-1); 2: marcadores de centros germinativos (CD10 e Bcl6); 3: a pesquisa de
EBV deve ser feita por hibridizagdo in situ utilizando-se a sonda EBER; 4: neste caso o CD3 tem expresséo
citoplasmatica; 5: apenas em linfécitos B esparsos, nédo nas células neoplésicas; ++ expressdo constante, definindo
a entidade; + positivo; +/- mais frequentemente positivo; -/+ raramente positivo; - negativo. [Adaptado de
PICCALUGA et al, 2011].

Referéncia de apoio:

Piccalunga PP, Agostinelli C, Tripodo C, Gazzola A, Bacci F, Sabattini E, Pileri AS;
for the European T-cell lymphoma study group peripheral T-cell lymphoma
classification: the matter of cellular derivation. Expert Rev Hematol 2011; 4:415-
425.



Apéndice 2 - Critérios clinicos bem estabelecidos na literatura

Suporte de estudo para descricdes de siglas e conceitos clinicos

Estadiamento e tratamento: Linfomas ndo Hodgkin e de Hodgkin

A) Linfomas n&o Hodgkin, histéria clinica

A historia clinica dos pacientes com linfomas sdo variaveis, com
padrées comuns, de acordo com o comportamento clinico dividindo-se os
linfomas em trés granes grupos (quadro 3.1). Os mais agressivos sao
comuns em criangas e adolescentes e, embora tenham rapida evolucgao,
respondem bem a quimioterapia e podem ser curados. Ja os linfomas mais
indolentes sdo comuns em idosos e, ndo respondem bem a quimioterapia e

dificilmente sdo curaveis.

Quadro 8 - Histdria clinica de pacientes com linfomas ndo Hodgkin

Indolentes Agressivos Muito Agressivos

Evolucao longa

Linfandenopatia

periférica

Raramente sintomas
sistémicos; comum
envolvimento de medula 6ssea

(exceto folicular)

Evolucao rapida

Linfadenopatia e envolvimentos

de sitios extranodais

Sintomas sistémicos, com dor e
obstrutivos em doenca

avancada.

Importante estudo de desidrogenase latica, DHL

Formacao de massas tumorais
com evolugao muito rapida

Linfadenopatia e envolvimentos

de sitios extranodais

Sintomas sistémicos

DHL e beta-2 microglobulina

muito elevados (Burkitt)

Outros dados de relevancia clinica: linfadenopatia periférica em LNH (60-
70%); sintomas sistémicos (sintomas B = perda de peso >10%, sudorese
noturna, febre >38° C); quando presentes indicam pior prognéstico; séo

comuns em LNH agressivos e muito agressivos.



Fatores de risco LNH: infeccéo viral (HIV, HTLV-1, HBV, HCV, EBV, HHVS,
Helicobacter pylori); colagenoses (doenca reumatoide, sindrome de Sjogren,
lGpus eritematoso), imunodeficiéncia congénita, transplantes de 06rgaos,
doenca celiaca/Crohn (trato gastrointestinal). Alteracbes de exames

laboratoriais: anemia, leucopenia ou trombocitopenia sem etiologia definida.
Exames clinicos: laboratoriais, biopsia linfonodal ou tecido suspeito, biépsia
de medula 6ssea, imunofenotipagem/citogenética/biologia molecular
determinado o subtipo de linfoma e importante para progndéstico; exames de
imagens.

B) Resumo, estadiamento clinico

Quadro 9 - Escala de Ann Arbor para estadiamento de linfomas

Estddio Definicéo
I Linfoma acometendo uma Unica cadeia (IE) ou Unico sitio extranodal (IE)
Linfoma acometendo mais de uma cadeia linfonodal do mesmo lado do diafragma
Il (I1) ou com acometimento de um sitio extranodal por contiguidade (IIE)
Linfoma acometendo mais de uma cadeia linfonodal, de ambos os lados do
diafragma (Ill), podendo ter acometimento de 6rgdo extranodal por contiguidade
[ (INE), ou baco (llIS), ou ambos (IIES)
Linfoma disseminado, acometendo medula éssea e/ou acometimento de sitios
\ extranodais sem contiguidade.
Designacgdes: A — Sem sintomas sistémicos; B — Com sintomas Sistémicos (febre, perda

de peso, sudorese noturna); E — Doenca extranodal.




Quadro 10 - Escala de indice de progndstico internacional (IPl) para
estadiamento de linfomas agressivos

Escores deriscos

O0ab

Oou1l
2
3
40u5

Definicdo

Gravidade da doenca diretamente proporcional ao
numero de pontos recebidos

Baixo risco

Risco intermediéario baixo

Risco intermediério alto

Alto risco de recorréncia

Fatores de risco contabilizados Idade (> 60 anos), DHL elevada,status diminuido

para os escores (1 ponto cada no (ECOG >2), estadiamento clinico Ann Arbor Il ou IV,

IP1)

mais de um sitio

*Desenvolvido para fornecer previsdo prognostica em pacientes com linfomas tratados com

CHOP

Quadro 11 - Escala de indice de prognostico internacional (IPI) para
estadiamento de linfomas indolentes

Escores deriscos
Ooul
2

3 ou mais
Fatores de risco
contabilizados para 0s

escores

Definicéo

Baixo risco Sobrevida em 10 anos (85%)

Intermediario risco Sobrevida com o mesmo tempo de
seguimento (60%)

Alto risco; Sobrevida em 10 anos de 40%

Idade >60 anos; DHL elevada; EC Il ou IV, hemoglobina

<12,0g/dl; nUmero de sitios nodais envolvidos >4

*Baseado no mesmo principio de utilizacdo do IPI, desenhado para linfomas indolentes.




C) Resumo, tratamento clinico comum aos linfomas ndo Hodgkin de

acordo com o comportamento clinico

Quadro 12 - Linfomas indolentes (Folicular e Linfocitico)

Critérios

Em geral, ndo

é curativo

> 60 anos

EC I-lI

Anticorpo

CD20

Bleomicina

Definicéo
Doenca avancada é comum o uso de l1=ciclofosfamida, 2=vincristina,

3=fludarabina e 4=prednisona, em combinacdes diversas (COP=1+2+4)

Assintomaticos, sem tratamento, incuravel em estadio avancado.
Radioterapia localizada, com possibilidade de cura, com recidivas tardias
apés mais de 10 anos, atualmente, menos recomendada a abordagem
clinica.

Arma terapéutica recente, bons resultados para doencga refrataria; podendo
ser utilizado como primeira linha de tratamento, combinado com outros
agentes como fludarabina, ciclofosfamida ou ambos, e esquema
CHOP-=ciclofosfamida, doxorrubicina,vincristina,prednisona.

Combinado com esquema CHOP em periodo menos recente

Quadro 13 - Linfomas Agressivos (DGCB)

Critérios

Tratamento
padréo EC IlI-IV

Anti-CD20

Radioterapia
EC I-lI

Doxorrubicina

Bleomicina

Definicéo

CHOP, ciclofosfamida 750mg/m* EV doxorrubicina, 50 mg/m2 EV;
vincristina, 1,4 mg/m2 EV, maximo de 2 mg; prednisona, 100 mg VO, do
D1 ao D5 repetidos a cada 21 dias) associado a rituximab (anticorpo
anti-CD 20) por 8 ciclos.

Indicado em todas as faixas etarias, com beneficios evidentes em
idosos > 60 anos;

Consolidagéo, para areas inicialmente com doencga volumosa, bulky
Tratamento basico CHOP com rituximab por 4 ciclos, seguido de
radioterapia para campo envolvido

Deve ser usado apds avaliagdo cardiaca devido a toxicidade do
farmaco

Combinado ao esquema CHOP em periodo menos recente.




Quadro 14 - Linfomas muito agressivos (Burkitt/Linfoblastico)

Critérios

Infantil
Citorreducao
Inducao
Consolidacéo
21-60 anos

Esquemas

variados

GBTL
1987(**)

GBTL
1996(**)

LMB89(*)

Esquemas poliquimioterapicos de acordo com critérios de tratamentos
de grupos nacionais ou internacionais (**):

Esquemas com combinac¢des de agentes quimioterapicos:

Altas doses de quimioterapicos; COP.

Exemplo: COPADM

Exemplo: CYM, CYVE.

CODOX-M/IVAC; HIPER-CVAD

Em geral, com ciclofosfamida,

combinacbes vincristina=oncovin,

doxorrubicina, prednisona, metotrexate, asparaginase, citarabina,
adriamicina, madit, aracityn, vepeside, leucovorin, ifosfamida, etoposide,
mesna.

Elaborado pelo grupo Brasileiro para tratamento de linfoma ndo Hodgkin
na infancia. Estadio I-1l linfoma localizado, qualquer que fosse o local
primario e lll-1V, de acordo com o local primério, sem infiltracdo do SNC, e
outro com infiltracdo do linfoma no SNC. Fases de tratamentos
poliquimioterapicos: inducdo, manutencdo. Nos casos com invasdo do
SNC, acréscimo da consolidacao (fase | e Il), manutencéo (fase | e II).

De acordo com o risco de recaida. Baixo risco, alto risco de células B: risco
standart para recaida; risco intermediario e alto risco para recaida. Para
cada situacao é avaliado ciclos polioguimioterapicos (Ciclos A-E).

Protocolo estabelecido pela Sociedade Francesa de
Pediatrica/SJCRH. Grupo A, Indug¢édo (COPAD 2X); Grupo B Citorreducdo
(COP); Indugcdo (COPADM 2X), Consolidacdo (CYM 2X); Grupo C

Citorreducao e Indu¢do (COPADM+CYM) + Consolidagdo (CYVE 2X)

Oncologia

D) Resumo, tratamento clinico comum aos linfomas de Hodgkin

Em complemento ao estadiamento Ann Arbor, grupo de estudo

europeu (EORTEC) propdem estratégias de tratamento para linfomas de

Hodgkin, com critérios de fatores de progndstico favoravel (EC I-1l) com

envolvimento de 3 ou >3 sitios nodais e idade < 50 anos, sem sintomas B. E,

desfavoravel, EC Il com 4 sitios nodais envolvidos ou idade 50 anos, com

sintomas B, massa tumoral mediastinal/térax.




Quadro 15 - Esquemas terapéuticos para tratamento de linfoma de Hodgkin

e prognaostico

Esquemas Prognostico
ABVD (3-4X), RT 30Gy Favoravel
ABVD (2X), RT 20Gy Favoravel
ABVD (4-6X), RT 30Gy Desfavoravel

ABVD (6-8X), RT 30-36Gy, com bulky inicial; PET positivo Desfavoravel
(doenca residual)

BEACOPP 8X, RT 30Gy Desfavoravel
MOPP (**) Favoravel

(*) ABVD= do inglés, adriamycin, bleomycin, vinblastine, dacarbazine; ABV=drogas do
ABVD, exceto dacarbazine; BEACOPP= do inglés, bleomycin, etoposide, adriamycin,
cyclophosphamide, vincristin (oncovin), procarbazine, prednisone.

(**) MOPP=do inglés, mustargen (mechlorethamine, mustine, nitrogen mustard), vincristin
(oncovin), procarbazine (natulan), prednisone). Primeiro protocolo desenvolvido para
pacientes com linfoma de Hodgkin com sucesso terapéutico em 1960 (National Cancer

Institute), Vicent DeVita, Jr., e aplicado com combinac¢éo alteranada ao ABVD ou ABV
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