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RESUMO

Costa FD. Comparacao entre os perfis de expressdao de microRNAs em
Linfomas de Hodgkin Classico. Sao Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-

Fundacio Antonio Prudente]

Introducdo: Linfoma de Hodgkin (LH) € um dos linfomas mais frequentes no
mundo ocidental, com cerca de 3 a 4 novos casos a cada 100 mil pessoas.
Os microRNAs s&o pequenas moléculas que regulam a transcricdo génica e
estdo associadas ao desenvolvimento e progressdo das neoplasias. Em LH
classico (LHC), alguns microRNAs ja foram identificados a partir de células
infectadas pelo EBV. Além destes, outros microRNAs ja foram descritos em
LHC, tanto em estudos onde foram realizadas esta avaliacdo em culturas
celulares como utilizando a massa tumoral total de linfonodos, mas com
pouca correlagcdo com o comportamento biolégico. Objetivo: O presente
estudo tem como objetivo principal avaliar o perfil de expressdo de
microRNA em LHC, comparando casos livres de doenca apds a terapia com
casos que exibiram recidivas. Material e métodos: Foram avaliados 106
pacientes com o diagnéstico de LHC, sendo coletados dados clinicos e
avaliados os marcadores imuno-histoquimicos CD30, CD15, CD20 e CD15
destes casos, além da presenca de EBV por CISH. Vinte casos foram
selecionados para a avaliacdo da expressao de 377 microRNAs, 10 casos
com recidiva e 10 casos sem evidéncia de doenga. Como grupos
comparadores, foram selecionadas 8 amostras de linfonodos reativos, 4 com
hiperplasia folicular e 4 com hiperplasia paracortical. Os resultados do perfil
de expressao foram submetidos ao método de agrupamento hierarquico ndo
supervisionado. Resultados e discussao: Os pardmetros clinico-
patolégicos desta coorte nao diferiram daqueles encontrados na literatura. A
sobrevida global e a sobrevida livre de progressao foram de 92,1% e 83,6%
em 5 anos, respectivamente. Os fatores associados ao progndstico em

analise multivariada foram idade, niveis séricos de albumina e DHL e



estadiamento. O perfil de expressao dos microRNAs de todos os casos de
LHC possibilitaram a separagao completa dos mesmos em relacdo aos
linfonodos reativos, independentemente do tipo de hiperplasia. Na
comparagao entre os casos de LHC, foram identificados 3 microRNAs
diferencialmente expressos: miR-502-3p e miR-363, ambos hipoexpressos
no grupo que continha todos os casos com recidivas e miR-886-5p,
hiperexpresso neste grupo. Os dois primeiros microRNAs estdo associados
a supressao tumoral, através da inibigdo da proliferagdo e migracao celular.
O miR-886-5p é associado ao aumento da proliferacdo celular e inibicdo da
apoptose. Em linfomas, este ja foi descrito como estando hiperexpresso em
linfomas T, incluindo linfoma anaplasico de grandes células. Concluséo: Os
LHC possuem um perfil distinto de expressdo de microRNAs, com muitos
deles envolvendo mecanismos fundamentais na oncogénese, como ciclo
celular e apoptose. Os microRNAs encontrados diferencialmente expressos
nos casos recidivados no presente estudo podem estar associados ao
comportamento menos indolente destas neoplasias, podendo ser alvo de

futuras investigagdes, incluindo seu uso como potenciais alvos de terapia.

Descritores: Linfoma. Linfoma de Hodgkin. MicroRNAs. Perfil de Expresséo
Génica. Transcricdo Genética. Imuno-Histoquimica. Recidiva. Ciclo Celular.

Apoptose.



SUMMARY

Costa FD. [Comparison between microRNA expression profiles in
Classic Hodgkin Lymphoma]. Sdo Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-

Fundacio Antdnio Prudente]

Introduction: Hodgkin lymphoma (HL) is one of the most common
lymphomas in the western world, with about 3 to 4 new cases per 100,000
people. MicroRNAs are small molecules that regulate gene transcription and
are associated with the development and progression of neoplasms. In
classic HL (CHL), some microRNAs have already been identified from EBV-
infected cells. In addition, other microRNAs have already been described in
CHL, both in studies where this evaluation was performed in cell cultures and
using whole lymph node tumor tissue, but with little correlation with biological
behavior. Objective: The present study aims to evaluate the microRNA
expression profile in CHL, comparing disease-free cases after therapy with
cases that showed recurrences. A total of 106 patients diagnosed with CHL
were evaluated. Clinical data were collected and the immunohistochemical
markers CD30, CD15, CD20 and CD15 of these cases were evaluated, as
well as the presence of EBV by CISH. Twenty cases were selected for the
analysis of the expression of 377 microRNAs, 10 cases with recurrences and
10 cases without evidence of disease. For comparison, 8 samples of reactive
lymph nodes were selected, 4 with follicular hyperplasia and 4 with
paracortical hyperplasia. The expression profile results were submitted to the
unsupervised hierarchical clustering method. Results and discussion: The
clinico-pathological parameters of this cohort did not differ from those found
in the literature. Overall survival and progression-free survival were 92.1%
and 83.6% at 5 years, respectively. Factors associated with prognosis in
multivariate analysis were age, serum albumin and DHL levels, and staging.
The microRNA expression profile of all CHL cases allowed their complete

separation from reactive lymph nodes, regardless of the type of hyperplasia.



When comparing the cases of CHL, 3 differentially expressed microRNAs
were identified: miR-502-3p and miR-363, both hypoexpressed in the group
containing all relapsed cases and miR-886-5p, hyperexpressed in this group.
The first two microRNAs are associated with tumor suppression through
inhibition of cell proliferation and migration. The miR-886-5p is associated
with increased cell proliferation and inhibition of apoptosis. In lymphomas, it
has been described as being overexpressed in T-cell lymphomas, including
anaplastic large cell ymphoma. Conclusion: CHLs have a distinct microRNA
expression profile, with many involving key mechanisms in oncogenesis,
such as cell cycle and apoptosis. The differentially expressed microRNAs
found in the relapsed cases in the present study may be associated with the
less indolent behavior of these neoplasms and may be the subject of future

investigations, including their use as potential therapeutic targets.

Key-words: Lymphoma. Hodgkin’s Lymphoma. MicroRNAs. Gene
Expression  Profiling.  Transcription, Genetic. Immunohistochemistry.

Recurrence. Cell Cycle. Apoptosis
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Comparacéo entre os perfis de expressdo de microRNAs em Linfomas de Hodgkin Classico 1

1  INTRODUCAO

1.1  VISAO GERAL

Linfoma de Hodgkin (LH) é um dos linfomas mais frequentes no
mundo ocidental, com cerca de 3 a 4 novos casos a cada 100 mil pessoas.
Foi inicialmente descrito pelo médico patologista inglés Thomas Hodgkin
(1798-1865), com base na observagao clinica e macroscopica de autopsias
de pacientes com aumento de linfonodos e baco, em um manuscrito datado
de janeiro de 1832, intitulado “Em alguns aspectos mérbidos das glandulas
absorventes e baco” (do inglés “On Some Morbid Appearances of the

Absorbent Glands and Spleen” - Figura 1) (GELLER e TAYLOR 2013).



Comparacéo entre os perfis de expressdo de microRNAs em Linfomas de Hodgkin Classico 2

ON SOME

MORBID APPEARANCES

THE ABSORBENT GLANDS

SPLEEN

Fonte: GELLER e TAYLOR (2013).
Figura 1 - Thomas Hodgkin e a obra que o consagrou na medicina. A

esquerda, representacdo do médico, que se dedicava ao estudo de autdpsias no Guy’s
Hospital em Londres. Ao centro, a primeira pagina da publicagéo original de 1832. A direita,
desenho colorido do caso 7 da série original, demonstrando multiplos linfonodos

aumentados desde a regido cervical até o mediastino.

Curiosamente, apesar de ja ter tido experiéncia com microscopia, as
descrigdes iniciais de Hodgkin ndo abordaram estes aspectos, entretanto
foram fundamentais para caracterizar a natureza de envolvimento
preferencial de cadeias linfonodais contiguas, com predilecdo pelas cadeias
cervicais e mediastinais. Entretanto, foi somente em 1902, em uma
publicagdo de autoria de Dorothy Reed, com referéncia ao trabalho do
austriaco Carl Sternberg, que a célula diagndstica associada ao Linfoma de
Hodgkin foi descrita: uma célula gigante e peculiar, que ja havia sido
observada por outros patologistas anteriormente, mas pela primeira vez
mostrava-se relacionada a esta doencga. O préprio Sternberg a havia descrito

como associada a tuberculose, entdo cabe a Reed o crédito pela afirmacao
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que o reconhecimento destas células ao exame microscopico era suficiente
para o diagnostico do Linfoma de Hodgkin. Foi entdo que surgiu o conceito
da célula de Reed-Sternberg, que para creditar também o autor da descrigao
original da doenga, atualmente conhecemos como célula de Hodgkin/Reed-
Sternberg (HRS-Figura 2) (Reed 1902, citado por GELLER e TAYLOR 2013,

p.361).
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Fonte: Reed (1902), citado por GELLER e TAYLOR (2013, p.361).
Figura 2 - llustracao original de Dorothy Reed, das células que atualmente

conhecemos como celulas de Hodgkin/Reed-Sternberg.

Além dos aspectos descritos por Hodgkin e as células diagndsticas,
os linfomas de Hodgkin sdo caracterizados pelo envolvimento nodal por uma
mistura de células inflamatérias maduras e nao neoplasicas, que
predominam na composi¢cao das massas tumorais. Fibrose intersticial ou sob
a forma de bandas esclerdticas podem estar presentes. Apesar da utilizacao
da mesma terminologia, existem dois tipos histolégicos de Linfoma de
Hodgkin, o Linfoma de Hodgkin classico (LHC) e o Linfoma de Hodgkin,

predominancia linfocitaria nodular (LHPLN). Eles representam entidades
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nosologicas distintas, com importantes diferengcas histologicas, imuno-
histoquimicas e moleculares (SWERDLOW et al. 2017).

Enquanto que no LHPLN as células neoplasicas, que sao conhecidas
como células linfo-histiociticas (LH), exibem um fenétipo normal de células B
do centro germinativo, as células tumorais do Linfoma de Hodgkin classico,
que nesta entidade sdo as células de Hodgkin/Reed-Sternberg (HRS),
possuem uma citomorfologia caracteristica, sendo células grandes e
multinucleadas derivadas de células B pré-apoptdticas do centro
germinativo. Elas exibem perda parcial do fenétipo de células B, frequente
expressao de CD30 e CD15 e podem ter associacdo com o virus de Epstein-
Barr (EBV) em cerca de um ter¢go dos casos, a depender do subtipo
histologico (Tabela 1) (GIBCUS et al. 2009; JOHNSON et al. 2015).

Como o presente projeto tem como propdsito principal a avaliagéo de
casos de Linfoma de Hodgkin classico, a partir de entdo as informacdes
contidas neste texto irdo priorizar esta entidade, pois apesar do mesmo
nome, as diferencas entre LHC e LHPLN sdo tdo marcantes que nao
permitem comparacao entre as caracteristicas de seus pacientes para fins

de pesquisa cientifica.
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Tabela 1 - Comparagao imuno-histoquimica entre as células neoplasicas de
Linfoma de Hodgkin classico (LHC) e Linfoma de Hodgkin, predominancia
linfocitaria nodular (LHPLN).

Marcador LHC LHPLN
CD20 -/+ +
Pax-5 +/- +

CD79a -/+ +
OCT2 -+ +
BOB1 - +
CD30 + -
CD15 +/- -
LMP-1 +/- -
CD3 - -
CD45 - +

Legenda: +: positivo em virtualmente todos os casos; -: negativo em virtualmente todos os
casos; +/-: positivo na maioria dos casos; -/+: positivo na minoria dos casos.
Fonte: SWERDLOW et al. (2017).

1.2 LINFOMA DE HODGKIN CLASSICO

1.2.1 Caracteristicas clinico-epidemiolégicas e patoldgicas

Cerca de 90% dos casos de Linfoma de Hodgkin sdo LHC. Dentro
desta entidade ha 4 subtipos histopatolégicos, com diferengas de
epidemiologia, apresentagéo clinico-patoldgica e associagcdo com o EBV.
Sao eles: esclerose nodular (EN), celularidade mista (CM), rico em linfocitos
(RL) e deplegao linfocitaria (DL) (SHANBHAG e AMBINDER 2018).

O subtipo mais comum é o denominado esclerose nodular,
responsavel por cerca de 70% dos casos de LHC em regides desenvolvidas,
como por exemplo os Estados Unidos e Europa (SHANBHAG e AMBINDER

2018). No Brasil, areas também desenvolvidas, como o estado de Sao
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Paulo, apresentam taxas de LHCEN similares as taxas americanas e
europeias (CAMPOS et al. 2018). Este subtipo exibe um pico de incidéncia
entre 15 e 34 anos, sem diferenga entre os sexos (MORTON et al. 2006). O
envolvimento do mediastino ocorre em cerca de 80% dos casos. Grandes
volumes de doenca, definidos como massas tumorais medindo 7,5 cm ou
mais (doenca bulky), estdo presente em cerca de metade dos casos. Além
do mediastino, a regido cervical encontra-se frequentemente comprometida.
Clinicamente, além do aumento de volume dos linfonodos, ao redor de 40%
dos pacientes exibem sintomas B ao diagndstico (febre, sudorese noturna e
perda de peso significativa). De acordo com o estadiamento de Ann Arbor, a
maioria dos casos se apresenta em estadio Il (SWERDLOW et al. 2017).
Histologicamente, este subtipo apresenta comumente espessas
bandas de fibrose delimitando nédulos hipercelulares, com espessamento da
capsula nodal. Nestes nddulos, sdo encontradas as células HRS e suas
variantes, particularmente a células conhecidas como lacunares, em meio a
pequenos linfécitos, macréfagos, eosindfilos e neutréfilos (Figura 3). O perfil
imuno-histoquimico € o mesmo descrito acima para as células HRS:
expressao de CD30 e virtualmente todos os casos, CD15 em cerca de 80%
das amostras e Pax-5 expresso na maioria dos casos, em geral com
intensidade de expressao mais fraca que os linfocitos B adjacentes. Este
achado, juntamente com a frequente auséncia ou redugédo de expressao de
CD20 e CD79a, denota uma redugdao da expressdo dos marcadores
habituais de células B, uma das caracteristicas que possibilita o diagndstico

de Linfoma de Hodgkin classico (Figura 4) (PINA-OVIEDO e MORAN 2016;
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SWERDLOW et al. 2017). A frequéncia de positividade para o EBV varia

entre 10 a 25% (HERBST et al. 1990, 1991).
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Figura 3 - Caracteristicas histopatoldgicas morfoldégicas do Linfoma de

Hodgkin classico, esclerose nodular. A arquitetura dos linfonodos comprometidos &
distorcida por espessas traves de fibrose, delimitando ndédulos mais celulares (A,
Hematoxilina & Eosina (H&E), 40x). A maior parte das células que compde os nédulos sao
pequenos linfécitos, macréfagos, plasmadcitos e granulécitos, em especial eosindfilos (B,
H&E 200x). De permeio a este infiltrado polimérfico, as variedades de células HRS podem
ser encontradas, desde células lacunares (C, H&E, 400x), células HRS bi- e multinucleadas
(D e E, respectivamente, H&E, 400x), até células mumificadas, uma célula cujo ciclo celular
foi paralisado em um estagio pré-apoptotico, o que explica seu citoplasma densamente
eosinofilico e seu nucleo de aspecto picnético, que pode ser observada proximo ao centro
da imagem em ‘F’ (H&E, 400x).
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Figura 4 - Perfil imunoistoquimico tipico das células de Hodgkin/Reed-

Sternberg no Linfoma de Hodgkin classico. A maioria dos casos ndo expressa
CD20; quando a expressao esta presente, em geral ela é fraca, heterogénea e somente em
uma parte das células neoplasicas (A, CD20, 400x). Dos marcadores de células B, o que
costuma estar frequentemente expresso € o Pax-5, ainda que numa intensidade menor que
dos linfécitos B adjacentes, como ilustrado em ‘B’ (Pax-5, 400x). A expressao de CD30 esta
presente em virtualmente todos os casos, com um padrdo de marcagao de membrana, com
frequente acentuagdo na regido do complexo de Golgi, que aparece a microscopia como
uma marcagdo globular (em ‘dot’) paranuclear (C, CD30 200x). Outro marcador
frequentemente expresso (cerca de 80% dos casos) € o CD15, que também marca a

membrana das células neoplasicas e pode acentuar o Golgi (D, CD15 200x).
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O subtipo celularidade mista € o segundo mais encontrado, sendo
responsavel por cerca de 20% dos casos de LHC. Este subtipo acomete
mais frequentemente os linfonodos periféricos, sendo raro o envolvimento do
mediastino. E mais associado a baixas condicdes socioecondmicas. Em
regides desenvolvidas, pode ser encontrado em criangas ou individuos
imunocomprometidos, como aqueles infectados pelo HIV. Ha predilecéo pelo
sexo masculino (70%), com idade mediana de incidéncia de 38 anos. Ao
exame histopatolégico, ndo ha bandas de fibrose nem espessamento
capsular, podendo ocorrer um padrao de infiltracdo interfolicular nos
linfonodos comprometidos. As células HRS séao tipicas e o fundo também
exibe um infiltrado inflamatério polimoérfico. O perfil imunoistoquimico é
semelhante ao descrito anteriormente para LHC, com a diferengca de haver
uma alta frequéncia de positividade para o antigeno latente de membrana
tipo 1 (LMP-1) do EBV, expresso em 75% dos casos (SWERDLOW et al.
2017).

Os pacientes portadores de casos classificados como rico em
linfocitos costumam ser mais velhos que os demais subtipos, ocorrendo mais
em homens que mulheres. LHCRL representa somente 5% dos casos de
LHC, com comprometimento mais frequente de linfonodos periféricos. A
maioria dos casos se apresenta inicialmente com doencga localizada e sem
sintomas B, caracteristicas que podem se sobrepor a Linfoma de Hodgkin,
predominancia linfocitaria nodular. Esta sobreposicdo também ocorre do
ponto de vista microscopico; LHCRL se apresenta geralmente com um

padrdo nodular, com algumas células HRS e um fundo composto por
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numerosos linfocitos pequenos. Enquanto que os aspectos morfolégicos se
assemelham ao LHPLN, o perfil imuno-histoquimico €& o tipicamente
presente no LHC, o que auxiia na definicho diagndstica
(ANAGNOSTOPOQULOS et al. 2000).

O subtipo mais raro, constituindo menos de 1% dos casos,
particularmente na era pos terapia antirretroviral para o HIV, é o deplecao
linfocitaria. Este acomete mais pacientes do sexo masculino portadores do
HIV e histologicamente é caracterizado por numerosas células neoplasicas e
um escasso componente inflamatério de fundo. Ha forte associagdo com o
EBV e os pacientes portadores deste subtipo geralmente possuem fatores

progndsticos adversos e evolugdo mais agressiva (SWERDLOW et al 2017).

1.2.2 Diagnostico diferencial

O diagnéstico diferencial do ponto de vista clinico inclui as outras
doengas que podem cursar com linfadenomegalias, como doencgas
infecciosas e auto-imunes, além de outras neoplasias, como metastases
linfonodais. No caso do mediastino, os tumores de células germinativas
também fazem parte do diagnéstico diferencial. Digno de nota, 3 dos casos
inicialmente descritos por Thomas Hodgkin, a posteriori confirmaram-se
tratar de outras doencas. Um deles era uma tuberculose ganglionar, o outro
correspondia a uma sifilis e um terceiro tratava-se de um outro linfoma que
nao pdde ser especificado. Para confirmagcdo diagndstica é necessaria
realizacéo de bidpsia, preferencialmente excisional; uma bidpsia por agulha

pode ser adequada, quando representativa. Independente do método, é
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fundamental a avaliagdo imuno-histoquimica (FORTEZA-VILA e FRAGA
2010; HOPPE et al. 2018).

Histologicamente, os principais diagnodsticos diferenciais em amostras
adequadas sao outros linfomas, como o proprio Linfoma de Hodgkin,
predominancia linfocitaria nodular, Linfomas difusos de grandes células B,
particularmente o Linfoma de grandes células B primario do mediastino e o
Linfoma Anaplasico de Grandes Células, em especial a forma ALK-positiva,
que pode se apresentar com um aspecto semelhante ao LHCEN. A
avaliagao criteriosa da morfologia, em conjungdo com os aspectos clinicos e
marcadores imuno-histoquimicos, é capaz de levar ao diagndstico correto na

maioria dos casos (FORTEZA-VILA e FRAGA 2010).

1.2.3 Estadiamento

Uma vez estabelecido o diagnostico de LHC, é necessario realizar o
estadiamento do paciente. Nesta etapa esta incluido o exame fisico para
avaliar as adenomegalias e organomegalias, além de tomografias
computadorizadas com contraste endovenoso, abrangendo
preferencialmente pescoco, térax, abdémen e pelve, bem como a realizagao
de tomografia computadorizada por emissdo de positrons (PET-CT). O
guideline do National Comprehensive Cancer Network (NCCN), versado 1 de
2019, recomenda a realizagdo de biopsia de medula éssea somente para
casos negativos ao PET-CT ou para paciente que apresentem citopenias. O
objetivo desta avaliagédo é determinar a localizagao e a extensao da doenca.

Para os Linfomas de Hodgkin, o estadiamento sempre foi realizado



Comparacéo entre os perfis de expressdo de microRNAs em Linfomas de Hodgkin Classico 12

usualmente pelo sistema Ann Arbor (CARBONE et al. 1971), que foi
posteriormente modificado no encontro de Costwolds (LISTER et al. 1989) e
atualizado pela classificagdo de Lugano (CHESON et al. 2014). Este sistema
classifica os pacientes em 4 estadios, separando aqueles com doenca
limitada (estadios | e Il) daqueles portadores de doenga avancgada (estadios
lIl e IV). Os critérios deste estadiamento revisado estdo descritos na Tabela

2.

Tabela 2 - Sistema de estadiamento revisado para linfomas nodais primarios
(classificacado de Lugano).

Estadio Envolvimento Status extranodal (E)

Doenca limitada

| Um linfonodo ou grupo Lesdo extranodal unica sem
linfonodal adjacente envolvimento nodal
Dois ou mais grupos Estadio nodal | ou Il com
Il linfonodais do mesmo lado extensdo extranodal
do diafragma contigua

1 bulk Estadio Il associado a
u -
y doenca bulky

Doenca avangada

Linfonodos dos dois lados do
" diafragma ou linfonodos
acima do diafragma com )
comprometimento esplénico
Envolvimento adicional

extralinfatico ndo contiguo

Fonte: Adaptado de CHESON et al. (2014).
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1.2.4 Tratamento

Apds o diagndstico, avaliagado inicial e consequente estadiamento,
estes fatores sdo levados em consideracado para a escolha terapéutica mais
apropriada para cada caso. Os esquemas mais utilizados envolvem
combinacdes de quimioterapicos, acompanhados ou nio de radioterapia. O
esquema mais empregado é conhecido pela sigla ABVD, uma combinagao
constituida por Adriamicina, Bleomicina, Vinblastina e Dacarbazina. O outro
esquema que pode ser empregado tem como acrébnimo BEACOPP,
composto pela utilizacdo de Bleomicina, Etoposideo, Adriamicina,
Ciclofosfamida, Vincristina, Procarbazina e Prednisona. De uma forma geral
e simplificada, este ultimo € utilizado para pacientes com doenca avangada
e/ou caracteristicas desfavoraveis.

Nos ultimos anos, novas terapias foram incorporadas ao arsenal de
tratamento do Linfoma de Hodgkin, particularmente nas situagées de doenca
refrataria ou recorrente. Alguns exemplos dessas drogas s&o: o Brentuximab
vedotin, um anticorpo anti-CD30 conjugado a uma molécula citotoxica anti-
mitética, aprovada também para estadios Ill e IV em associagdo com
quimioterapia; o Pembrolizumab e o Nivolumab, imunoterapicos que
consistem em anticorpos monoclonais anti-PD1, uma molécula envolvida na
inativagdo das células efetoras do sistema imunolégico (ANSELL et al. 2015;

ARMAND et al. 2016; CONNORS et al. 2018; NCCN 2019).
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1.3 ASSOCIACAO DO VIRUS DE EPSTEIN-BARR COM O

LINFOMA DE HODGKIN CLASSICO

Como pode ser observado nos paragrafos anteriores, apesar das
variagbes na frequéncia de sua positividade, todos os subtipos clinico-
patolégicos de Linfoma de Hodgkin classico possuem algum grau de
associacdo com o EBV. Esta relagdo pode ser utilizada tanto do ponto de
vista auxiliar ao diagnostico, nos casos positivos, como em tentar elucidar o
nosso entendimento da oncogénese desta neoplasia.

O EBV, membro da familia Herpes, foi inicialmente descoberto pela
sua associacdao com Linfoma de Burkitt endémico na Africa subsaariana,
posteriormente sendo verificado que ele estda presente de forma
assintomatica na maioria (cerca de 90%) da populagéo adulta do mundo.
Atualmente, sabe-se que o EBV esta associado com a mononucleose
infecciosa e uma série de neoplasias linfoproliferativas, como o Linfoma de
células T e NK tipo nasal, um subgrupo de Linfomas difusos de grandes
células B e o LHC (VOCKERODT et al. 2015), além de neoplasias nao
hematoldgicas, como os carcinomas indiferenciados da nasofaringe e alguns
carcinomas gastricos (Cancer Genome Atlas Research Network 2014;
WESTRA e LEWIS 2017).

O genoma do EBV codifica dois pequenos RNAs nao codificantes
conhecidos como EBER1 e EBER2 (EBV-encoded RNA), que sdo os
transcritos virais mais abundantes em células infectadas (IWAKIRI 2014).

Um dos principais mecanismos oncogenéticos dos casos de LHC EBV-
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positivos € a indugdo da sobrevivéncia ao mecanismo de apoptose nas
células infectadas. Existem duas proteinas latentes de membrana (latent
membrane protein - LMP) que s&o cruciais para este efeito antiapoptético,
LMP-1 e LMP-2A, que sdao comumente expressas em células HRS EBV-
positivas. LMP-1 induz sinalizacao celular de sobrevivéncia e diferenciacao,
com acgao semelhante ao receptor CD40 ativado. Ela ativa diversas vias de
sobrevivéncia celular, como as vias NF-kB, JAK-STAT e PI3K/AKT, vias que
sao constitutivamente ativas em LHC. LMP2A, por sua vez, simula o sinal
ativado do receptor de células B (B-cell receptor - BCR), mesmo na auséncia
de um BCR funcional, fato que ocorre nas células progenitoras das células

HRS (VOCKERODT et al. 2014).

1.4 MICRORNAS ASSOCIADOS AO LINFOMA DE HODGKIN

CLASSICO

MicroRNAs (miRNAs) sao pequenas moléculas de RNA nao
codificante, que possuem cerca de 22 nucleotideos. Elas sdo capazes de
regular negativamente a expressdo génica no nivel pods-transcricional,
alvejando a regido 3’ ndo traduzida de um RNA mensageiro (RNAm). Ha 2
mecanismos principais de atuacdo. Quando a complementariedade é
perfeita ou quase perfeito com o alvo, o resultado é a degradagao do RNAm
e nao formagédo da proteina. O segundo mecanismo, mais comum nas
espécies animais, nao envolve a degradacdo do RNAm, mas através de uma

ligagcdo imperfeita nos sitios 3’ ndo traduzidos, reduzem a sintese proteica
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dos seus genes alvo. Neste cenario, a expressao proteica € severamente
diminuida, sem que haja redugdo dos niveis de RNAm (ESQUELA-
KERSCHER e SLACK 2006).

Em sua biogénese, os microRNAs sdo a principio transcritos a partir
de um dos genes codificantes de microRNA pela RNA polimerase |,
formando um grande precursor de microRNA chamado pri-miRNA. Este é
processado no nucleo das células pelas enzimas Pasha e Drosha, dando
origem a moléculas contendo cerca de 70 nucleotideos, chamadas pré-
miRNAs. Os pré-miRNAs formam uma estrutura denominada stem-loop, que
€ exportada para o citoplasma da célula pelo complexo RAN-GTP e
Exportin-5, para ser clivada pela enzima RNAse lll DICER, que entao retira
do stem-loop uma molécula de cerca de 22 nucleotideos, que é composta
por um pequeno duplex de microRNA, identificado como miRNA:miRNA*.
Para se tornar funcional, o microRNA maduro incorpora-se ao complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC), onde ocorrera a interacédo do
microRNA com seu RNAm alvo. O microRNA complementar (microRNA*) é

rapidamente degradado (Figura 5) (ESQUELA-KERSCHER e SLACK 2006).
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Fonte: Retirado de ESQUELA-KERSCHER e SLACK (2006).
Figura 5 - Biogénese e mecanismo de acdo dos microRNAs. Apds a

transcricdo em grandes moléculas de RNA (pri-miRNA), as enzimas

Pasha e Drosha d&o origem aos pré-miRNA com a forma de stem-loop.
Estes sédo exportados para o citoplasma da célula e clivados pela enzima DICER no
duplex miRNA:miRNA*. O miRNA maduro se incorpora ao RISC, enquanto que a
cadeia complementar (miRNA* & degradada). Caso a complementariedade seja
perfeita com o alvo, ha a degradacdo do RNAm; nos casos onde esta é imperfeita,

ocorre a repressao da tradugéo das proteinas sem degradacdo do RNAm.
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Em relacédo ao Linfoma de Hodgkin classico, atualmente sabe-se que
o EBV codifica pelo menos 25 pré-miRNAs e 44 miRNAs maduros,
particularmente BART (BamHI A rightward transcripts) microRNAs, com
variaveis alvos moleculares, como por exemplo CXCL11, sobre o qual
exerce modulagao imune e a propria LMP2A, onde provavelmente auxilia no
mecanismo de evasao do sistema imunolégico (GRUNDHOFF e SULLIVAN
2011; KLINKE et al. 2014). Além daqueles associados ao EBV, outros
microRNAs ja foram descritos em LHC, tanto com estudos realizados a partir
de células em meio de cultura ou utilizando a massa tumoral total do tecido
fixado em formalina e processado em parafina, dada a dificuldade da
microdissec¢cao da ceélulas HRS isoladamente, separando-a do fundo
inflamatdrio misto (NAVARRO et al. 2008, 2009; NIE et al. 2008; GIBCUS et
al. 2009; HUANG et al. 2012; SANCHEZ-ESPIRIDION et al. 2013; DHIAB et
al. 2015; CORDEIRO et al. 2017).

NAVARRO et al. (2008) avaliaram 156 microRNAs em 49 linfonodos
exibindo LHC, comparando-os com 10 linfonodos reativos. Os autores
encontraram um assinatura de 25 microRNAs diferencialmente expressos,
sendo capazes de distinguir os LHC esclerose nodular dos LHC celularidade
mista e dos linfonodos reativos. Além disso, também foi identificado que
casos associados a infeccao pelo EBV tem um perfil distinto daqueles EBV-
negativos.

VLIERBERGHE et al. (2009) estudaram 360 microRNAs a partir de
células HRS microdissecadas, provenientes de 9 pacientes com LHC e 4

linhagens celulares. Neste estudo, foi encontrada uma assinatura de 15
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microRNAs diferencialmente expressos, sendo 12 hiper-regulados e 3
hiporregulados.

GIBCUS et al. (2009) analisaram 183 microRNAs em 4 linhagens
celulares de LHC, utilizando como comparagao linhagens celulares de outros
linfomas de células B. Este experimento demonstrou um conjunto de 23
microRNAs diferencialmente expressos nas linhagens de LHC.

SANCHEZ-ESPIRIDION et al. (2013), por sua vez, avaliaram a
expressao de 723 microRNAs humanos e 76 virais, estudando 29 pacientes
com LHC avangado e 5 linhagens celulares. Foram encontrados 100
microRNAs hiper-regulados nas amostras tumorais e 134 nas linhagens
celulares.

JONES et al. (2014), analisando mais de 1000 microRNAs, entre 14
amostras de tecido contendo LHC e 8 linfonodos benignos, foram capazes
de detectar a hiperexpressao de 238 microRNAs nos casos de LHC, bem
como a presenca de niveis elevados de miR-21 no plasma dos pacientes.

Em um dos estudos mais recentes, de PAYDAS et al. (2016), 32
amostras de tecido contendo LHC e 60 linfonodos reativos foram avaliados
quanto a expressao de 377 microRNAs. Este estudo encotrou 11 microRNAs
hiper-regulados e 13 hiporregulados nos LHC, associando o miR-889 com a
presenca de sintomas B e 0 miR-127-3p com o subtipo esclerose nodular.

Estes estudos demonstram uma grande variabilidade na quantidade e
tipos de microRNAs descritos em associagao com LHC. Esta discrepancia
pode ser explicada como decorrente dos diferentes tipos de amostra

utilizados, bem como na diferenca entre as plataformas e analises
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estatisticas empregadas. E interessante que ha diferencas mesmo entre
células microdissecadas a partir de tecidos e linhagens celulares, inferindo
que o microambiente pode ter um papel importante na regulacdo da

expressao destas moléculas (CORDEIRO et al. 2017).

1.5 LINFOMA DE HODGKIN CLASSICO - PROGNOSTICO E

BIOMARCADORES

A sobrevida livre de recorréncia e global de casos de LHC é
considerada alta, girando em torno de 80% a 90% na maioria das séries. O
maior desafio atual neste linfoma é identificar marcadores biolégicos que
sejam capazes de predizer quais pacientes estardo no grupo dos doentes
que experimentara recidiva, progressao e/ou o6bito, eventos que geralmente
estdo associadas a resisténcia e/ou refratariedade ao esquema mais comum
de quimioterapia empregado, o ABVD. No sentido da busca por
biomarcadores preditores de agressividade biologica, devem ser
pesquisadas nao somente as alteragbes genéticas, mas também as
epigenéticas. Neste contexto, o estudo dos microRNAs tem demonstrado um
papel importante e inovador (SANCHEZ-ESPIRIDION et al. 2013).

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar o perfil de
expressdo microRNAs de Linfomas de Hodgkin classico a partir de tecido
incluido em blocos de parafina, comparando casos considerados livres de
doenca apods a terapia instituida com casos que apresentaram recidiva da

doenca.
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O Linfoma de Hodgkin classico (LHC) é uma das neoplasias linfoides
mais frequentes do mundo. Apesar de bastante estudada, alguns aspectos
fisiopatolégicos ainda ndao estdo completamente elucidados e as taxas de
sobrevida global em 5 anos sao da ordem de 85-90%. Entender melhor os
mecanismos oncogenéticos desta doencga, incluindo o papel do EBV na
iniciacdo da proliferacdo celular e sua progressdo, pode contribuir no
refinamento da escolha das modalidades terapéuticas, predizer resposta as
terapias empregadas, estimar o progndstico dos pacientes e fortuitamente
descobrir possiveis alvos moleculares para futuras terapéuticas direcionadas
e personalizadas. O perfil de microRNA do LHC ainda tem sido pouco
estudado e a literatura ainda demonstra resultados conflitantes e sem
associacdo bem estabelecida com dados preditivos as terapias alvo e

fatores prognosticos.



Comparacéo entre os perfis de expressdo de microRNAs em Linfomas de Hodgkin Classico 22

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer e comparar o perfil de expressdo de microRNAs de casos
de Linfoma de Hodgkin classico, entre casos sem evidéncia de doenga apos
tratamento e aqueles que apresentaram recidiva, utilizando como referéncia
casos de linfonodos reativos exibindo processos hiperplasicos com
predominio de expansao do compartimento de células B (hiperplasia
folicular) ou com expansao predominante do compartimento de células T

(hiperplasia paracortical).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos casos de
Linfoma de Hodgkin classico diagnosticados no periodo do estudo no
A.C.Camargo Cancer Center.

Descrever as caracteristicas patologicas, incluindo subtipo histoldgico,
expressao de marcadores imuno-histoquimicos e prevaléncia da positividade
para o virus de Epstein-Barr dos casos com diagnodstico de Linfoma de
Hodgkin classico.

Estabelecer e comparar o perfil de expressdo de microRNAs de
alguns casos de Linfoma de Hodgkin classico, entre pacientes livres do

linfoma apds emprego de terapia citotoxica e pacientes com recidivas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 VISAO GERAL DO PROJETO E ASPECTOS ETICOS

O presente projeto trata-se de um estudo retrospectivo, baseado na
avaliacdo de amostras e obtencado de material para analise molecular a partir
de tecidos humanos de pacientes diagnosticados com Linfoma de Hodgkin
classico, fixados em formalina e processados em parafina. Este estudo foi
submetido & apreciacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa do A.C.Camargo
Cancer Center, sob o certificado de apresentacdo para apreciacdo ética
(CAAE) numero 88193818.6.0000.5432 e aprovado através do parecer

numero 2.679.026 (Anexo 1)

4.2 CASUISTICA

Apos busca através do sistema Recruit com o descritor “Linfoma de
Hodgkin”, foram recuperados do arquivo do Departamento de Anatomia
Patoldgica, laminas e blocos de parafina contendo material neoplasico de
pacientes submetidos a bidpsia excisional de linfonodo ou bidpsia incisional
de tumoracao, realizadas no A.C.Camargo Cancer Center, no periodo de
2007 a 2014. Cada caso foi revisto por um hematopatologista para
confirmacao diagndstica, subclassificacao e selegao dos blocos de parafina

a serem utilizados.
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Foram incluidos os casos com confirmagao do diagndstico de Linfoma
de Hodgkin classico, disponibilidade dos blocos de parafina e representagéao
tumoral apropriada. Foi criado um banco de dados destes pacientes,
contendo informagdes relacionadas a dados demograficos, antecedentes
morbidos, tipo de tratamento e terapias prévias, achados dos exames
laboratoriais, presenca de recidiva ou progressao da doenga, complicacdes
do tratamento e dados do seguimento de todos os pacientes. A Figura 6
demonstra o plano de trabalho deste projeto, desde a selegdo das amostras

até a analise dos perfis de microRNAs.
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¢ Busca no sistema Recruit de 2007 a 2014

e © Descritor Linfoma de Hodgkin

e Diagnostico de Linfoma de Hodgkin, PLN (17 casos)

e @ Indisponibilidade de material para analise ou dados (21 casos)
excluidos

e Casos para avaliacdao imuno-histoquimica e CISH para EBV, correlagdo com

e dados clinicos e selecdo das amostras para o perfil de miRNA
analise

) 7 U N

e Construcdo de TMA para avaliar a presenca de EBV

e Selecdo de casos de LHC, subtipo esclerose nodular, negativos para EBV
¢ 10 casos livres de doenca e 10 casos com recidivas

e Foram incluidos 8 casos de linfonodos reativos para comparagao
¢ 4 com padrao de hiperplasia folicular
Andlise do ~ . . .
perfil e 4 compadrao de hiperplasia paracortical

Figura 6 - Fluxograma de selegéo das amostras e plano de trabalho do projeto.
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4.3 AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

As laminas originais de imuno-histoquimica confeccionadas para o
estabelecimento do diagndstico foram revistas, visando a avaliagdo dos
marcadores CD30, CD20, CD15 e CD3. Estes anticorpos foram avaliados
tanto quanto em relagdo a presenca de sua expressao nas ceélulas
neoplasicas (HRS) como na porcentagem de células inflamatdrias (linfocitos
B, granuldcitos e linfocitos T) presentes no microambiente tumoral. A analise
nas células neoplasicas foi avaliada de forma binaria, como positivo ou
negativo; a avaliagdo das células do microambiente foi analisada como uma
porcentagem do total de células presentes no campo mais representativo da
neoplasia, aquele com a maior quantidade de células positivas (hot spot). Os
casos que ndo possuiam as laminas disponiveis no momento da analise ou
cuja reacdo nao apresentava controles internos adequados foram

considerados como ndo avaliaveis.

4.4 CONFECCAO DE TISSUE MICROARRAY (TMA) PARA

AVALIACAO DA PRESENCA DO VIRUS DE EPSTEIN-BARR

Para a construcdo do TMA foi selecionada, de cada amostra, uma
area representativa, preferencialmente sem necrose, fibrose extensa ou
calcificagdo, sendo marcada no bloco de parafina e lamina histolégica.
Posteriormente, utilizou-se o Beecher MT1 manual arrayer (Beecher

Instruments, Silver Spring, Silver Spring, Maryland, Estados Unidos da
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América) para a confecgdo do TMA, tendo sido construida uma matriz com
duas amostras de tumor medindo aproximadamente 1,0 mm de didmetro

cada.

4.5 HIBRIDIZACAO IN SITU CROMOGENICA (CISH) PARA EBV

Para avaliar a presenca do EBYV, foi realizada hibridizagdo in situ para
o RNA do virus (EBV-encoded RNA probe - EBER, Novocastra), utilizando
um hibridizador automatizado DAKO. Foi realizado um corte histolégico com
4 um de espessura do bloco de TMA, posteriormente montado em lamina
silanizada. As amostras preparadas em lamina de vidro foram inicialmente
desparafinizadas em xilol e etanol. A seguir, foi usada solugdo com H202 a
6% para bloquear a atividade da peroxidase enddgena. Apos lavagem, foram
aplicadas 1 a 2 gotas de Solugéo de Pepsina (ES1) por 3 minutos a 37°C em
camara umida para o processo de desproteinizagao. A seguir, foi aplicado 10
ML da sonda sobre cada amostra, que foi coberta com laminula e selada com
o selante. A lamina foi incubada por 5 minutos a 75°C no hibridizador para o
processo de desnaturagdo de acidos nucléicos celulares indesejados e
hibridizada por 90 minutos a 55°C. Apds a hibridizacao, a lamina foi lavada
e, a seguir, aplicou-se 25uL do anticorpo monoclonal Mouse anti DIG (AB1).
Foi coberta com laminula e incubada por 60 minutos a 37°C na camara
umida. Apds nova lavagem, aplicou-se 25 puL do anticorpo monoclonal Anti
Mouse HRP Polymer (AB2), cobrindo com laminula. Procedeu-se a outra

incubacgdo por 30 minutos a 37°C na camara umida, com posterior lavagem.
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Para a revelagdo com cromogeno, foi aplicado 50 uL do DAB Solution, com
incubacado posterior de 15 minutos a 37°C. A seguir, a lamina foi contra-
corada com Hematoxilina de Harris por 10 segundos. A positividade foi
demonstrada pela coloracdo nuclear marrom-dourado visualizada em
microscopio Optico. Casos foram considerados positivos se exibiram
marcagao nuclear forte nas células neoplasicas e negativos quando houve

auséncia de marcacao.

4.6 SELECAO PARA EXTRACAO DE RNA

Apos a avaliagdo morfologica, imuno-histoquimica e hibridizagdo in
situ, foram selecionados 20 casos de linfoma de Hodgkin classico, subtipo
esclerose nodular, negativos para a presenga do EBV, sendo 10 deles livres
de doenca e 10 casos que apresentaram recidiva. Foram escolhidas as
amostras provenientes de ressecgdo cirurgica e com a maior quantidade
tecido neoplasico disponivel. Adicionalmente, para este ensaio, foram
também incluidos, a partir do arquivo de casos do Departamento de
Anatomia Patologica, 4 amostras de linfonodos reativos com padrdo de
hiperplasia folicular e 4 amostras de linfonodos reativos com padréo de
hiperplasia paracortical, para serem utilizados como controles das reagdes.
De todos estes casos foram realizados 5 cortes de 10um a partir de cada
bloco de parafina, tendo sido colocados diretamente em microtubos (tubos
de eppendorf) para a realizagdo de extragdo de RNA total, segundo

protocolo do setor de diagndstico molecular do A.C.Camargo Cancer Center.
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4.7 EXTRACAO DE RNA TOTAL

Para a extracdo do RNA total foi utilizado o Kit de extracdo Recover
All (Ambion®), de acordo com as recomendagdes do fabricante: foi
adicionado 1,0 mL de xilol em cada tubo contendo o material seccionado a
partir dos blocos de parafina dos casos. As amostras foram submetidas ao
vortex, centrifugadas e em seguida incubadas por 3 minutos a 50°C sob
agitacdo. Apods centrifugacédo a 14.000 rpm por 3 minutos a temperatura
ambiente, o sobrenadante foi descartado e adicionado 1,0 mL de etanol a
100% ao tubo contendo o pellet. Apés nova centrifugacéo, o sobrenadante
foi descartado e o pellet secado em centrifuga a vacuo (CENTROVAC)
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Apos a secagem do pellet, foi
adicionado 100,0 pL do tampéao Digestion buffer e 4,0 yL de protease; as
amostras foram incubadas por 15 minutos a 50°C e em seguida por 15
minutos a 80°C. Posteriormente foi adicionada a solugdo aditiva/etanal,
sendo utilizados tubos de 1,5mL contendo uma coluna de silica inserida,
passando o sobrenadante do tubo primario para o secundario, centrifugando
a 10.000 rpm por 30 segundos. Apds 2 lavagens com tampao Wash1 e
Wash2, foi realizado um tratamento com DNAse por 30 minutos em
temperatura ambiente. Apds este periodo, € realizada mais uma sequéncia
de lavagens com Wash1 e Wash2, submetendo-os a centrifugagdo. As
colunas foram ent&o transferidas para outros tubos e foi adicionado 20,0 pyL
de agua livre de nuclease, deixando em temperatura ambiente por um

minuto, depois centrifugando por mais 30 segundos na velocidade maxima
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(14000 rpm). A concentracdo e a pureza do RNA foram quantificadas no
espectrofotdbmetro Nanodrop™ ND-1000 (Thermo Scientific). As amostras de

RNA foram armazenadas em freezer a -80°C.

4.8 AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS miRNAs

4.8.1 Sintese do cDNA

A reacgao de sintese do cDNA foi feita em um volume final de 7,5 pl
contendo 300 ng de RNA total, 0,8 yl de RT Buffer, 0,2 ul de dNTP Mix (100
mM), 0,8ul de Megaplex RT Primer 1,5 pl da enzima MultiScribe Reverse
Transcriptase, 0,1 ul de inibidor de RNAse. A reacgao foi incubada em 40
ciclos de 16 °C por 2 minutos, 42°C por 1 minuto e 50 °C por 1 segundo,
seguido por incubagéo a 85 °C por 5 minutos. Apds o término da sintese, as
amostras foram armazenadas em freezer a -20°C.

A seguir foi realizada uma etapa de pré-amplificagdo do cDNA em
volume final de 25,0 pl contendo 12,5 pl do tampao TagMan PreAmp Master
Mix (2X) 2,5 yl de Megaplex PreAmp Primers (10X), 7,5 pl de agua livre de
DNAse/RNAse e 2,5 ul do produto da sintese de cDNA. A reacao foi
incubada a 95 °C por 10 minutos, 55°C por 2 minutos e 72 °C por 2 minutos.
Em seguida foi realizada uma incubagcdo em 12 ciclos de 95 °C por 15
segundos e 60 °C por 4 minutos, por incubagao a 99,9 °C por 10 minutos.
Apoés o término da pré-amplificagdo, as amostras foram armazenadas em

freezer a -20°C.
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4.8.2 Amplificacdo do cDNA e Analise da Expresséo de microRNAs

A analise da expressao de miRNAs foi realizada utilizando-se a placa
TagMan Low Density Array. Cada array contém 377 miRNAs e miRNAs de
controle. O ensaio de amplificacdo foi realizado de acordo com os
procedimentos recomendados no manual do kit Megaplex Primer Pools for
microRNA Expression Analysis, conforme descricdo a seguir: a reagao foi
feita em um volume final de 900,0 pl contendo 9,0 uyl de cDNA pré-
amplificado, 450,0 pl do TagMan Universal Master Mix (2X) (contendo
MgCl2, dATP, dCTP, dGTP, dUTP, enzima DNA polimerase modificada
(AmpliTagGold)) e 441,0 pl de agua livre de DNAse/RNAse. A amplificagéao
foi feita em 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto,
precedidos por um periodo de 50 °C por 2 minutos e 95 °C por 10 minutos. A
amplificacao foi realizada no aparelho 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). A detecgdo dos produtos foi feita pelo continuo
monitoramento do sinal fluorescente emitido. Dessa forma, os valores
quantitativos (Ct) foram obtidos a partir do ciclo limiar onde o aumento do
sinal fluorescente associado ao crescimento exponencial dos produtos de
PCR comecou a ser detectado. O nivel de expressdao dos miRNAs foi
quantificado relativamente a expressdo do microRNA let-7d e também
normalizado de acordo com uma amostra calibradora (pool de 4 amostras de
linfonodos reativos). O resultado final foi expresso como um aumento ou
diminuicdo da expressao de um miRNA em n-vezes quando comparado ao
controle e ao calibrador, da seguinte forma: n miRNA = 2 —(ACt amostra —ACt

calibrador) onde ACt da amostra e do calibrador sdo determinados subtraindo-
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se o valor médio de Ct do miRNA estudado do valor médio de Ct do

microRNA usado como controle.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Para realizagao da analise estatistica da correlagao dos dados imuno-
histoquimicos com dados clinicos e laboratoriais foi utilizado o software
SPSS. Para analise de dados nao-paramétricos dicotdmicos foram utilizados
os testes de qui-quadrado e o de probabilidades exato de Fisher. O valor de
p foi considerado significativo quando menor que 0,05. A diferenga entre
medianas foi calculada pelo teste Mann-Whitney. As analises das sobrevidas
global e livre de eventos foi realizada utilizando o método de Kaplan-Meier e
o teste log-rank. Para o calculo da sobrevida global foi considerada a partir
da data do diagnoéstico na bidpsia até a data do obito ou, para os que
estavam vivos, a data do fechamento do seguimento clinico, que foi janeiro
de 2017. Para o calculo da sobrevida livre de eventos foi considerado o
periodo da data da bidpsia até a documentagdo de uma recidiva (através de
exame clinico, exames de imagem ou realizagdo de uma nova bidpsia) ou
data do obito. Para analise multivariada, foi empregado o modelo de
regressao de Cox.

Para a analise e comparacdao dos perfis de microRNA, a primeira
etapa considerou os dados normalizados, onde as amostras foram
agrupadas nas classes de linfonodo reativo com hiperplasia folicular (HF),

linfonodo reativo com hiperplasia paracortical (HP), Linfoma de Hodgkin
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classico sem evidéncia de doenca e Linfoma de Hodgkin classico recidivado.
Em seguida, foi feita uma analise de expressao diferencial entre os grupos
pelo teste estatistico de Kruskal-Wallis. Os miRNAs diferencialmente
expressos em cada analise foram utilizados para a realizagdao de
agrupamento hierarquico nao supervisionado. Todas as etapas foram

realizadas no ambiente R (https://www.r-project.org/).
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5 RESULTADOS

5.1 DESCRICAO DA CASUISTICA — ASPECTOS CLINICOS E

LABORATORIAIS

O material de cento e quarenta e quatro pacientes com o diagndstico
de Linfoma de Hodgkin foi recuperado do arquivo do Departamento de
Anatomia Patolégica do A.C.Camargo Cancer Center com base no critério
de inclusdo. Apds revisdo histopatolégica e dos dados disponiveis, foram
excluidos da analise os casos com o diagndstico de Linfoma de Hodgkin,
predominancia linfocitaria nodular (17 casos), ou que nao dispunham de
todas as informagdes clinicas, histopatoldgicas e/ou imuno-histoquimicas
para avaliagdo (21 casos), o que resultou na exclusdo de 38 casos com
material e/ou dados inadequados.

Dos 106 casos com dados completos para analise, 51,9% eram do
sexo feminino e 48,1% do sexo masculino. A média de idade dos pacientes
foi de 38,3 anos, com intervalo entre 17 e 82 anos e mediana de 33,5 anos.
Dentre alguns parametros laboratoriais relevantes, os niveis seéricos de
albumina dos pacientes variaram entre 2,4 e 4,8 g/dL, com mediana de 4,1
g/dL e média de 4,0 g/dL. A quantificagdo da desidrogenase latica (DHL)
variou entre 120 e 877 U/L, com mediana de 219,6 U/L e média de 256,1
U/L.

Trinta e quatro pacientes (32% do total) apresentaram conglomerados
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linfonodais medindo 7,5 cm ou mais (classificados como portadores de
doenga bulky). Somente 8,5% dos pacientes exibiam comprometimento da
medula 6ssea ao diagndstico. Em relacdo ao estadiamento clinico de Ann
Arbor revisado pela classificagdo de Lugano 10,4% dos casos foram
diagnosticados em estadio |, 49,1% apresentavam-se em estadio Il 20,8%
em estadio lll e 19,7% em estadio IV. A grande maioria dos pacientes foi
tratada com o esquema ABVD, uma sigla que representa a combinagao de
Adriamicina, Bleomicina, Vinblastina e Dacarbazina (96,2%), com apenas 4
pacientes tendo sido submetidos a outros esquemas de quimioterapia.
Destes ultimos, 3 deles receberam o esquema BEACOPP (composto pela
utilizacdo de Bleomicina, Etoposideo, Adriamicina, Ciclofosfamida,
Vincristina, Procarbazina e Prednisona) e 1 paciente foi submetido a
combinagdo COPP/ABV (Ciclofosfamida, Vincristina, Procarbazina e
Prednisona/ Adriamicina, Bleomicina e Vinblastina). Mais da metade dos
pacientes (50,9%) também foi submetido a radioterapia.

A maior parte dos pacientes (85,6%) teve resposta completa (RC)
apos a terapia empregada. Somente 2,1% exibiram resposta parcial (RP),
enquanto que 12,3% apresentaram progressdo da doencga (PD) ao final do
tratamento de primeira linha. Os dados clinicos e laboratoriais encontram-se

sumarizados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes com diagndstico de
Linfoma de Hodgkin classico.

o ) Frequéncia ) ] .
Variaveis Categorias %) Variagao Média Mediana
(o]
Masculino 51,9
Sexo - - -
Feminino 48,1
Idade (anos) - - 17 - 82 38,3 33,5
Albumina (g/dL) - - 24-48 4,0 4,1
DHL (U/L) - - 120 - 877 256,1 219,6
Sim 32
Doenga bulky - - -
Nao 68
Comprometimento Sim 8,5
de medula 6ssea Nao 91,5
I 10,4
Il 491
Estadiamento - - -
I 20,8
v 19,7
ABVD 96,2
Terapia - - -
Outros 3,8
RC 85,6
Resposta a terapia RP 2,1 - - -
PD 12,3
Seguimento (meses) - - 2a62 26 26
5.2 DESCRICAO DA CASUISTICA: ASPECTOS
HISTOPATOLOGICOS, IMUNO-HISTOQUIMICOS E DE

HIBRIDIZACAO IN SITU

Os sitios preferenciais de biopsias foram a regido cervical (65,9%),
seguidos pelo mediastino (21,6%), regido inguinal (5,1%) e axilar (3,1%).

Outras topografias como retroperiténio, pelve e pulmdo compreenderam
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menos de 5% dos casos biopsiados.

A maioria dos casos cuja subclassificacéo histopatoldgica foi possivel
apresentou critérios diagnésticos do subtipo Esclerose Nodular (EN -
85,1%), seguido pelos padrdes de Celularidade Mista (CM - 9,3%) e Rico em
Linfocitos (RL - 5,6%). Nado houve casos com morfologia de Deplecao
Linfocitaria (DL) nesta casuistica.

Quanto a avaliagdo da expressdo dos marcadores imuno-
histoquimicos nas células de Hodgkin-Reed-Sternberg, todos os casos
demonstraram expressdao de membrana de CD30, frequentemente com
reforgco paranuclear na regido do complexo de Golgi. Este dado foi avaliado
para fins de confirmagdo diagndstica, conjuntamente com os aspectos
morfolégicos e os outros marcadores analisados. No que tange a expressao
de CD15 nas células HRS, 80,7% demonstraram alguma marcagdo de
membrana, independente da quantidade e intensidade de células positivas.
A expressao de CD20 foi encontrada em 19,4% dos casos, sempre de forma
fraca e heterogénea, em geral marcando somente parte das células
neoplasicas.

A avaliacdo do microambiente tumoral revelou uma variagdo na
presenca de linfécitos B CD20-positivos de 0 a 70% na composi¢cédo do
infiltrado inflamatorio de fundo, com média de 24,1% e mediana de 20%. A
quantificacdo de linfécitos T CD3-positivos oscilou entre 10 e 95%, com
média de 66,4% e mediana de 70%. As células CD15-positivas presentes no
microambiente foram observadas dentro do espectro de 0 a 90% de

positividade, com média de 6,5% e mediana de 2%.
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Em relacédo a frequéncia de positividade para o virus de Epstein-Barr
12,3% dos casos com material disponivel para avaliagdo no tissue
microarray exibiram positividade nuclear para o virus nas células
neoplasicas. Estes casos compreenderam 10,9% dos casos de Linfoma de
Hodgkin classico, esclerose nodular e 60% dos casos de Linfoma de
Hodgkin classico, celularidade mista.

Os dados histopatoldgicos, imuno-histoquimicos e de hibridizagao in

situ encontram-se sumarizados na Tabela 4.

Tabela 4 - Dados histopatoldgicos, imuno-histoquimicos e de hibridizagao in
situ dos pacientes com diagnostico de Linfoma de Hodgkin classico.

L ) Frequéncia . L i
Variaveis Categorias % Variagao Média Mediana
Cervical 65,9
Mediastino 21,6
Sitio de bidpsia Inguinal 5,1 - - -
Axilar 3.1
Outros 4,3
EN 85,1
Subtipo histologico CM 9,3 - - -
RL 5,6
Positivo 100
CD30 HRS , - - -
Negativo 0
CD15 HRS Positivo 80,7 ) ) )
Negativo 19,3
CD20 HRS Positivo 19,4 ) ) )
Negativo 81,6
CD20 fundo (%) - - 0a70 241 20
CD3 fundo (%) - - 10a95 66,4 70
CD15 fundo (%) - - 0a90 6,5 2
Positivo 12,3
CISH EBV - - -

Negativo 87,7
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53 CORRELACAO DE PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS

COM DADOS DE SOBREVIDA

O tempo de seguimento médio e mediano dos pacientes foi de 26
meses, com intervalo entre 2 e 62 meses. A sobrevida global geral desta
coorte foi de 92,1% em 60 meses (Figura 7). A sobrevida livre de progressao
foi de 83,6% no mesmo periodo (Figura 8).

Dentre os paradmetros capazes de estratificar o risco de o6bito pela
doencga, idade de 60 anos ou mais, niveis séricos de albumina de 3g/dL ou
inferiores, niveis de desidrogenase latica (DHL) maiores que 352 U/L, o
estadiamento clinico de Ann Arbor, o0 emprego e outros esquemas de
quimioterapia alternativos ao ABVD, a expressdo de CD20 nas células
neoplasicas e a presenga de 2% ou menos de células CD15-positivas no
microambiente tumoral foram variaveis que figuraram como associadas a
pior sobrevida global na analise univariada, com valor p estatisticamente
significativo (Figuras 9 a 15). Apesar de néao ter atingido a significancia
estatistica, casos cuja composicdo do infiltrado inflamatério de fundo
apresentavam mais de 10% de células positivas para CD20 (linfécitos B),
bem como aqueles com 80% ou menos de células CD3-positivas (linfocitos
T), exibiram uma tendéncia a pior sobrevida global (Figuras 16 e 17,

respectivamente).
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Figura 7 - Curva de Kaplan-Meier demonstrando a sobrevida global geral

dos pacientes com Linfoma de Hodgkin classico. Para a coorte como um todo, a

sobrevida global foi de 92,1% em 5 anos.

Em analise multivariada (modelo de regressdo logistica de cox),
apenas a idade e os niveis séricos elevados de DHL mantiveram-se como

fatores progndsticos relevantes em relagao a sobrevida global.
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Figura 8 - Curva de Kaplan-Meier exibindo a sobrevida livre de progressao
dos pacientes com Linfoma de Hodgkin classico, que atingiu o valor de

83,6% aos 60 meses.
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de Kaplan-Meier de sobrevida global em relagédo a

parametros clinico-laboratoriais, estratificada pela idade dos pacientes, se ao

diagnostico possuiam 59 anos ou menos ou mais de 59 anos.
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Figura 10 - Curva de Kaplan-Meier de sobrevida global em relagcdo a

parametros clinico-laboratoriais. Aqui, demonstra-se a sobrevida global estratificada

pelos niveis séricos de albumina.
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Figura 11 - Curva de Kaplan-Meier de sobrevida global em relagdo a

parametros clinico-laboratoriais, estratificada pelos niveis séricos de DHL, se

menores ou iguais a 352 U/L ou maiores que 352 U/L.

Funcéo de sobrevivéncia

0.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.0

-
et R H
S e e e e - - 5
bemm o e e
i
e et
Estadiamenta
—
=
I

valor p=0,288 el |

T T T T ] y
10 20 30 40 50 60

Tempo de vida (meses)

Figura 12 - Curva de Kaplan-Meier de sobrevida global em relagcdo a

parametros clinico-laboratoriais, estratificada pelo estadiamento clinico de

Ann Arbor.
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Figura 13 - Curva de Kaplan-Meier de sobrevida global em relagao a terapia

empregada. Pacientes que ndo receberam o esquema ABVD tiveram sobrevida inferior

aos que foram tratados com este esquema.
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Figura 14 - Curva de Kaplan-Meier de sobrevida global em relagdo a
avaliagao imuno-histoquimica, estratificada pela presenca de expressio de
CD20 nas células HRS. A presenca de expressao se correlacionou com pior

evolucéo.
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Figura 15 - Curva de Kaplan-Meier de sobrevida global em relagcdo a

avaliagdo imuno-histoquimica. A presenca de 2% ou menos de células CD15-

positivas no microambiente tumoral correlacionou-se com sobrevida inferior.
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Figura 16 - Curva de Kaplan-Meier de sobrevida global em relagdo a
avaliagao imuno-histoquimica, estratificada pela porcentagem de linfécitos B

CD20-positivos no microambiente tumoral. Casos com a presenca de mais de 20%

destas células demonstraram uma tendéncia a evolugdo menos favoravel.
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Figura 17 - Curva de Kaplan-Meier de sobrevida global em relagcdo a
avaliagao imuno-histoquimica, estratificada pela porcentagem de linfécitos T

CD3-positivos no microambiente tumoral. Inversamente a avaliagdo do CD20,

casos com mais de 80% destas células exibiram tendéncia a melhor progndstico.

Em relagdo a sobrevida livre de progressédo, os niveis séricos de
albumina e o estadiamento foram fatores associados a pior evolugao
(Figuras 18 e 19). Outros parametros, apesar de nao atingirem significancia
estatistica, demonstraram uma tendéncia a separagdo das curvas de
sobrevida, como por exemplo em relagcdo a composi¢ao do microambiente
tumoral. As Figuras 20 e 21 ilustram que casos que possuam uma
composicao do infiltrado inflamatério de fundo com menos linfocitos B
(menos de 30% das células) e mais linfécitos T (mais de 55% do total)
possuem tendéncia a maior probabilidade de recidiva. Da mesma maneira,
casos que possuiam 20% ou menos de células CD15 positivas no estroma
tumoral demonstraram uma tendéncia a pior evolugdo em relagédo a
recorréncia (Figura 22). A expressao de CD20 nas células neoplasicas de

HRS demonstrou apenas uma discreta diferenga nesta avaliacdo de
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sobrevida, com leve tendéncia ao pior progndstico para os casos positivos

para CDZ20,

em contraste ao

resultado estatisticamente significante

observado na analise univariada para a sobrevida global (Figura 23).
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Figura 18 - Curva de Kaplan-Meier exibindo a sobrevida livre de progressao

dos pacientes com Linfoma de Hodgkin classico, estratificada pelo

estadiamento Ann Arbor.
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Figura 19 - Curva de Kaplan-Meier exibindo a sobrevida livre de progressao

dos pacientes com Linfoma de Hodgkin classico, estratificada pelos niveis

séricos de albumina.
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Figura 20 - Curva de Kaplan-Meier exibindo a sobrevida livre de progressao
dos pacientes com Linfoma de Hodgkin classico, estratificada pela

porcentagem de células CD20-positivas no microambiente tumoral.
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Figura 21 - Curva de Kaplan-Meier exibindo a sobrevida livre de progressao
dos pacientes com Linfoma de Hodgkin classico, estratificada pela

porcentagem de células CD3-positivas no microambiente tumoral.
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Figura 22 - Curva de Kaplan-Meier exibindo a sobrevida livre de progressao

dos pacientes com Linfoma de Hodgkin classico, estratificada pela

porcentagem de células CD15-positivas no microambiente tumoral.
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Figura 23 - Curva de Kaplan-Meier exibindo a sobrevida livre de progressao

dos pacientes com Linfoma de Hodgkin classico, estratificada quanto a

presenca ou auséncia de expressao de CD20 nas células neoplasicas.
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5.4 ANALISE DA EXPRESSAO DOS MICRORNAS

Dois dos casos submetidos a este ensaio ndo apresentaram RNA em
quantidade e qualidade suficiente para amplificacdo dos microRNAs, tendo
que ser excluidos da avaliagdo (um caso de Linfoma de Hodgkin classico
recidivado e um caso de linfonodo reativo com hiperplasia paracortical). A
analise geral da expressao de microRNAs de todos os casos cujas reagdes
funcionaram adequadamente permitiu o agrupamento com base em 3 perfis
relativamente distintos, através do método de unsupervised hierarchical
clustering (agrupamento hierarquico ndo supervisionado - Figura 24). Os
casos de linfonodos reativos agruparam-se todos no mesmo cluster,
independente se o padrao morfolégico predominante era de hiperplasia
folicular ou paracortical (terco superior da Figura 24). O segundo cluster
compreendeu a maioria dos casos de Linfoma de Hodgkin classico livres de
doencga (tergo médio da Figura 24), enquanto que o terceiro cluster abrangeu
a maioria dos casos de Linfoma de Hodgkin classico que apresentaram
recidivas (tergo inferior da Figura 24). E interessante notar que o grupo que
continha a maioria dos casos livres de doenga agrupou-se mais préximo dos

casos reativos do que o grupo que apresentou a maior parte das recidivas.
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Figura 24 - Heatmap da analise da expressdo dos microRNAs para todos os

casos de Linfomas de Hodgkin classico e linfonodos reativos. Ao lado esquerdo
encontram-se 0s casos agrupados pelo método de unsupervised hierarchical clustering,
identificados por cores segundo a legenda a direita. Adjacente a legenda ha a identificagéo
de cada amostra para este ensaio, bem como a barra de cores que demonstra a intensidade
de expressao. HF: hiperplasia folicular; HP: hiperplasia paracortical. Duas linhas vermelhas
horizontais foram inseridas na figura para facilitar a identificagdo dos agrupamentos
principais. No tergo superior estdo os casos de linfonodo reativo; no tergo médio, a maioria
dos casos é de Linfoma de Hodgkin classico sem evidéncia de doenga; no tergo inferior, a
maioria dos pacientes era portador de Linfoma de Hodgkin classico e experimentou recidiva

da neoplasia.
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O Unico microRNA diferencialmente expresso de forma
estatisticamente significante entre os grupos de linfonodos reativos foi o
miR-24, que esteve mais expresso no grupo com hiperplasia paracortical,
com fold change de 0,42 (valor p igual a 0,049). Para os demais microRNAs

avaliados, ndo houve diferenga entre estes dois grupos (Tabela 5).

Tabela 5 - Comparacado de microRNAs diferencialmente expressos entre as
amostras de linfonodos reativos, com padrao de hiperplasia folicular ou
hiperplasia paracortical.

Hiperexpresso em HP

MiRNA Fold change Valor p
miR-24 0,42 0,049

Na comparacao entre os casos de Linfoma de Hodgkin classico sem
evidéncia de doenca e linfonodos com hiperplasia folicular, houve 61
microRNAs diferencialmente expressos com significancia estatistica,
possibilitando clara separacéo entre os grupos por meio do agrupamento
nao supervisionado. Todos os casos de LHC e HF agruparam-se entre si

(Tabela 6 e Figura 25).
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Tabela 6 - Comparagao dos microRNAs diferencialmente expressos entre
amostras de Linfoma de Hodgkin classico sem evidéncia de doenca e
linfonodos reativos com hiperplasia folicular.

Hiperexpressos nos LHC Hipoexpressos nos LHC
miRNA Fold change Valor p mMiRNA Fold change Valor p
miR-222 0,43 0,035 miR-425-5p -0,47 0,019
miR-24 0,46 0,019 let-7e -0,49 0,013
miR-660 0,68 0,035 miR-194 -0,55 0,007
miR-324 0,74 0,023 miR-224 -0,57 0,023
miR-29a 0,78 0,003 let-7g -0,72 0,035
miR-185 0,86 0,013 miR-365 -0,81 0,013
miR-27a 1,01 0,013 miR-30c -0,81 0,001
miR-324-3p 1,12 0,035 miR-95 -0,82 0,023
miR-34c 1,19 0,035 miR-142-5p -0,84 0,035
miR-22 1,24 0,002 miR-19a -0,86 0,023
miR-146b 1,25 0,013 let-7a -0,97 0,001
miR-519a 1,29 0,011 miR-30b -1,09 0,001
miR-652 1,31 0,003 miR-101 -1,16 0,035
miR-210 1,33 0,023 miR-148a -1,20 0,035
miR-345 1,43 0,013 miR-142-3p -1,25 0,007
miR-517a 1,55 0,019 miR-140-3p -1,25 0,007
miR-146b-3p 1,58 0,023 miR-455-3p -1,44 0,007
miR-155 1,66 0,001 miR-200b -1,49 0,035
miR-517¢ 1,66 0,023 miR-339-5p -1,57 0,001
miR-34a 1,68 0,001 miR-20a -1,68 0,003
miR-127 1,79 0,007 miR-598 -1,88 0,0335
miR-21 1,87 0,007 let-7f -1,91 0,002
miR-886-5p 1,93 0,007 miR-26b -2,09 0,023
miR-410 1,98 0,018 miR-26a -2,14 0,023
miR-379 2,03 0,023 miR-139-5p -2,21 0,023
miR-539 2,05 0,003 miR-149 -2,50 0,002
miR-125a-3p 2,13 0,013 miR-296 -2,54 0,002
miR-376a 2,16 0,013 miR-138 -2,71 0,013
miR-519d 2,23 0,011 miR-29c -2,83 0,033
miR-503 2,48 0,005
miR-542-5p 2,75 0,003
miR-337-5p 2,81 0,007
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Figura 25 - Heatmap demonstrando os microRNAs diferencialmente
expressos entre os pacientes com Linfoma de Hodgkin classico sem
evidéncia de doenga e as amostras de linfonodo reativo com hiperplasia

folicular. De forma ilustrativa, foi inserida uma linha vermelha horizontal na imagem. Acima
dela encontram-se os casos de HF; abaixo, os casos de LHC. Para estes utlimos, os
microRNAs mais a esquerda foram os menos expressos, representados pelas cores de
tonalidade azul; os mais a direita foram os mais expressos, com tonalidades de amarelo a
vermelho. Os retangulos roxos indicam microRNAs que nao foram amplificados na reagao

daquelas amostras.

Quando comparados os casos de Linfoma de Hodgkin classico sem
evidéncia de doenca e os linfonodos reativos com hiperplasia paracortical,
foram identificados 39 microRNAs diferencialmente expressos. Nesta
avaliagdo, também houve separagdo em grupos entre todos os casos de

LHC e de HP (Tabela 7 e Figura 26).
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Tabela 7 - Comparagao dos microRNAs diferencialmente expressos entre
amostras de Linfoma de Hodgkin classico sem evidéncia de doenca e
linfonodos reativos com hiperplasia paracortical.

Hiperexpressos nos LHC Hipoexpressos nos LHC
MiRNA Fold change Valor p mMiRNA Fold change Valor p
miR-27a 0,78 0,048 miR-15b -0,49 0,048
miR-210 0,98 0,048 miR-95 -0,54 0,048
miR-132 1,08 0,048 miR-141 -0,56 0,048
miR-21 1,23 0,048 let-7a -0,57 0,006
miR-34a 1,36 0,006 miR-140-3p -0,65 0,027
miR-376c¢ 1,47 0,048 let-7f -0,85 0,009
miR-34c 1,50 0,048 miR-339-5p -0,88 0,006
miR-495 1,56 0,006 let-7g -0,92 0,027

miR-135b 1,61 0,027 miR-576-3p -1,09 0,018
miR-886-5p 1,65 0,006 miR-30c -1,13 0,006
miR-493 1,81 0,036 miR-579 -1,15 0,048
miR-379 1,82 0,006 miR-342-3p -1,26 0,027
miR-519a 1,84 0,009 miR-30b -1,30 0,006
miR-376a 2,03 0,006 miR-194 -1,45 0,006
miR-134 2,13 0,006 miR-150 -1,45 0,006
miR-337-5p 2,25 0,006 miR-296 -1,83 0,036
miR-539 2,55 0,006 miR-149 -2,09 0,018
miR-519d 2,65 0,009 miR-203 -2,16 0,013
miR-127 3,01 0,006
miR-411 3,23 0,009
miR-382 4,45 0,006
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Cura x Reativo HP, pvalue<0.05
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Figura 26 - Heatmap demonstrando os microRNAs diferencialmente
expressos entre os pacientes com Linfoma de Hodgkin classico sem
evidéncia de doenga e as amostras de linfonodo reativo com hiperplasia

paracortical. De forma ilustrativa, foi inserida uma linha vermelha horizontal na imagem.
Acima dela encontram-se os casos de HP; abaixo, os casos de LHC. Para estes ultimos, os
microRNAs mais a esquerda foram os mais expressos, representados pelas cores de
tonalidade variando entre amarelo e vermelho; os mais a direita foram os menos expressos,
com tonalidades de azul. Os retadngulos roxos indicam microRNAs que n&o foram

amplificados na reagdo daquelas amostras.

Na comparagao entre os casos de Linfoma de Hodgkin classico que
apresentaram recidivas e os linfonodos reativos com hiperplasia folicular,
foram identificados 58 microRNAs diferencialmente expressos. Destes, 38
estavam hiperexpressos nos casos de linfoma, com 20 estando
hipoexpressos. Com base nestes microRNAs, foi possivel uma separacgao
destas amostras em dois grupos inteiramente distintos (Tabela 8 e Figura

27).

Cura
Reativo HP
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Tabela 8 - Comparagao dos microRNAs diferencialmente expressos entre
amostras de Linfoma de Hodgkin classico com recidiva e linfonodos reativos
com hiperplasia folicular.

Hiperexpressos nos LHC Hipoexpressos nos LHC
miRNA Fold change Valor p miRNA Fold change Valor p
miR-484 0,60 0,020 miR-194 -0,43 0,034
miR-532 0,63 0,034 miR-342-3p -0,59 0,034
miR-185 0,74 0,003 miR-142-3p -0,81 0,037
miR-132 0,76 0,011 miR-20b -0,81 0,011
miR-708 0,82 0,003 miR-30c -0,83 0,003
miR-146b 1,21 0,034 let-7a -1,00 0,011
miR-29a 1,27 0,011 miR-455-3p -1,11 0,003
miR-27a 1,31 0,034 miR-16 -1,14 0,034
miR-218 1,36 0,034 miR-140-3p -1,15 0,011
miR-652 1,44 0,020 miR-30b -1,19 0,003
miR-27b 1,46 0,034 miR-363 -1,20 0,011
miR-345 1,48 0,003 miR-20a -1,56 0,003
miR-517a 1,52 0,003 let-7f -2,04 0,006
miR-411 1,56 0,020 miR-598 -2,18 0,008
miR-21 1,58 0,003 miR-139-5p -2,23 0,003
miR-152 1,60 0,020 miR-339-5p -2,29 0,006
miR-519a 1,67 0,020 miR-26a -2,50 0,037
miR-34a 1,73 0,003 miR-590-5p -2,51 0,034
miR-210 1,87 0,020 miR-138 -2,51 0,003
miR-146b-3p 191 0,034 miR-29c¢ -3,21 0,011
miR-155 1,95 0,006
miR-517c¢ 1,95 0,003
miR-511 1,97 0,034
miR-331-5p 2,13 0,036
miR-519d 2,18 0,016
miR-503 2,35 0,004
miR-125a-3p 2,39 0,007
miR-542-5p 2,81 0,003
miR-134 2,85 0,036
miR-886-5p 2,95 0,003
miR-127 3,02 0,020
miR-539 3,13 0,006
miR-376a 3,27 0,003
miR-410 3,40 0,012
miR-379 3,46 0,020
miR-449 3,53 0,006
miR-382 3,88 0,018

miR-337-5p 4,14 0,011
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Reativo HF x Recidiva, pvalue<0.05

Figura 27 - Heatmap demonstrando os microRNAs diferencialmente

expressos entre os pacientes com Linfoma de Hodgkin classico que
apresentaram recidiva e as amostras de linfonodo reativo com hiperplasia

folicular. De forma ilustrativa, foi inserida uma linha vermelha horizontal na imagem. Acima

dela encontram-se os casos de LHC; abaixo, os casos de HF. Para os casos do linfoma, os
microRNAs mais a direita foram os mais expressos, representados pelas cores de
tonalidade variando entre amarelo e vermelho; os mais a esquerda foram os menos
expressos, com tonalidades de azul. Os retangulos roxos indicam microRNAs que n&o

foram amplificados na reagao daquelas amostras.

Os casos de pacientes com Linfoma de Hodgkin classico com recidiva
apresentaram 38 microRNAs expressos de forma diferencial em relagao aos
casos de hiperplasia paracortical. Vinte e dois microRNAs demonstraram
hiperexpressao nos casos de linfoma, enquanto que 16 estavam menos
expressos (Tabela 9). A utilizagdo deste conjunto de microRNAs também
possibilitou uma separagdo completa no agrupamento destas amostras,

como demonstrado na Figura 28.

Reativo HF
Recidiva
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Tabela 9 - Comparagcao dos microRNAs diferencialmente expressos entre
amostras de Linfoma de Hodgkin classico com recidiva e linfonodos reativos
com hiperplasia paracortical.

Hiperexpressos nos LHC Hipoexpressos nos LHC
MiRNA Fold change Valor p mMiRNA Fold change Valor p
miR-21 0,94 0,009 miR-146a -0,24 0,036
miR-331-5p 0,96 0,018 miR-95 -0,47 0,018
miR-27b 1,04 0,009 miR-28-3p -0,49 0,036
miR-132 1,04 0,018 miR-141 -0,58 0,048
miR-34c 1,28 0,018 let-7a -0,60 0,009
miR-34a 1,41 0,009 miR-502-3p -0,93 0,036
miR-503 1,49 0,012 miR-28 -1,06 0,009
miR-210 1,51 0,036 miR-363 -1,08 0,036
miR-517c¢ 1,53 0,018 miR-30c -1,16 0,009
miR-517a 1,77 0,036 miR-29c -1,26 0,036
miR-125a-3p 1,79 0,009 miR-194 -1,33 0,009
miR-519a 2,23 0,018 miR-150 -1,33 0,018
miR-519d 2,60 0,012 miR-30b -1,40 0,009
miR-886-5p 2,67 0,009 miR-26a -1,43 0,042
miR-376a 3,15 0,009 miR-342-3p -1,59 0,009
miR-411 3,20 0,009 miR-339-5p -1,60 0,036
miR-379 3,26 0,009
miR-134 3,47 0,009
miR-337-5p 3,59 0,009
miR-539 3,64 0,009
miR-127 4,25 0,009
miR-382 5,51 0,009
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Reativo HP x Recidiva, pvalue<0.05

4

CT1

t
Reativo HP
Recidiva

3

CT2

2

CT3

1
T15 i
T16
T6

T4

T19

T17

{ . h
{ T
I -

K

3

Z ¢ 2 § § § § 7 2 8 % %2 83 § ¥ F §F S Z F 2 %2 % ¥ % 3 § P FT § E E B i B
Pl

3 3 5 3 » 3 3 3 » 3

‘EE IO N O A -

K R

£61:200-d5-9g8-HiuI-
20v200-2.!

Figura 28 - Heatmap demonstrando os microRNAs diferencialmente
expressos entre os pacientes com Linfoma de Hodgkin classico que
apresentaram recidiva e as amostras de linfonodo reativo com hiperplasia

paracortical. De forma ilustrativa, foi inserida uma linha vermelha horizontal na imagem.
Acima dela encontram-se os casos de HP; abaixo, os casos de LHC. Para os casos do
linfoma, os microRNAs mais a esquerda foram os mais expressos, representados pelas
cores de tonalidade variando entre amarelo e vermelho; os mais a direita foram os menos
expressos, com tonalidades de azul. Os retangulos roxos indicam microRNAs que nao
foram amplificados na reagcdo daquelas amostras.

Os microRNAs também foram comparados entre os casos dos
pacientes portadores de Linfoma de Hodgkin classico, em busca das
diferengcas na dependéncia do desfecho clinico escolhido. Nesta avaliagao,
somente 3 microRNAs foram encontrados diferencialmente expressos, com
significancia estatistica. Foi observado que o microRNA miR-886-5p
encontrava-se hiperexpresso em todos casos que evidenciaram recidiva,

com fold change de 1,01 e valor p igual a 0,013. Os outros dois microRNAs
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estavam menos expressos nos casos recidivados. Sao eles: o microRNA
miR-502-3p, com fold change de -0,62 e valor p igual a 0,04 e o microRNA
miR-363, com fold change de - 1,37 e valor p igual a 0,017. Estes resultados

encontram-se demonstrados na Tabela 10 e na Figura 29.

Tabela 10 - Comparacao entre os microRNAs diferencialmente expressos
nas amostras de Linfoma de Hodgkin classico com recidiva e aqueles sem
evidéncia de doenca apos a terapia.

Hiperexpresso nos LHC Hipoexpressos nos LHC recidivados

recidivados
miRNA Fold change Valor p miRNA Fold change Valor p
miR-886-5p 1,01 0,013 miR-502-3p -0,62 0,040

miR-363 -1,37 0,017
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Figura 29 - Heatmap demonstrando os microRNAs diferencialmente

expressos entre os pacientes com Linfoma de Hodgkin classico que

apresentaram recidiva e aqueles sem evidéncia de doenca. De forma ilustrativa,
foi inserida uma linha vermelha horizontal na imagem. Acima dela encontram-se somente
casos de LHC sem evidéncia de doenga; abaixo da mesma, observam-se todos os casos de
LHC que exibiram recidiva, além de 4 casos sem evidéncia de doenga, que através do
agrupamento hierarquico ndo supervisionado acabaram por agrupar-se junto aos casos
recidivados. Abaixo da linha vermelha, o microRNA miR-886-5p, mais a esquerda, esteve
hiperexpresso, representado pelas cores de tonalidade variando entre amarelo e vermelho;
os dois microRNAs mais a direita, miR-502-3p e miR-363, estiveram menos expressos, com
tonalidades de azul. O retangulo roxo indica que microRNA nao foi amplificado na reagao
daquela amostra.
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6 DISCUSSAO

6.1 VISAO GERAL

Este estudo avaliou o perfil de expressédo de diversos microRNAs em
Linfomas de Hodgkin classico diagnosticados no Departamento de Anatomia
Patolégica do A.C.Camargo Cancer Center. A fim de se estabelecer uma
comparacgao, foram selecionados casos nos quais nao foi observada recidiva
e também casos que apresentaram recidiva do Linfoma apds a terapia
empregada. Para a selegdo de material apropriado para a realizagdo do
experimento com os microRNAs, que foi proveniente de tecido fixado em
formalina e processado em parafina, foram revistos inicialmente 144 casos
de Linfoma de Hodgkin.

A revisédo das laminas originais resultou na exclusdo de 38 casos, seja
pela ndo confirmacgao do diagndstico de Linfoma de Hodgkin classico ou pela
indisponibilidade do material no arquivo do Departamento de Anatomia
Patolégica. Esta analise anatomopatoldgica possibilitou, para os 106 casos
remanescentes, a avaliagdo e coleta de dados referentes a morfologia do
material examinado, bem como em relacdo aos marcadores imuno-
histoquimicos frequentemente utilizados no processo diagndstico desta
neoplasia, particularmente os anticorpos CD20, CD3, CD30 e CD15.
Adicionalmente, uma série de dados clinicos, evolutivos e laboratoriais foram

coletados a partir do prontuario eletrénico dos pacientes para a uma analise
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estatistica envolvendo estas variaveis.

6.2 DADOS CLINICO-PATOLOGICOS

Em relagdo aos dados clinicos e epidemioldgicos, ndo houve
diferenca de acometimento entre os sexos. A idade média dos pacientes foi
de 38,3 anos. A maioria deles apresentou-se em estadios | e Il (59,5%).
Cerca de um tergco dos casos apresentava doencga bulky ao diagnéstico. O
acometimento de medula éssea foi um achado infrequente (8,5%). A maioria
desta casuistica era portador do subtipo esclerose nodular do Linfoma de
Hodgkin classico (85,1%). Com excec¢éo de 2 casos, todos os demais foram
tratados com o esquema ABVD.

Todos estes dados estdo em consonancia com a literatura recente no
que diz respeito ao Linfoma de Hodgkin classico. Adicionalmente, os dados
de sobrevida observados também foram bastante semelhantes a maioria dos
dados publicados em casuisticas americanas e brasileiras (Ministério da
Saude 2018; HOWLADER et al. 2019).

Digno de nota, a predominancia do subtipo esclerose nodular € um
fendbmeno observado no Brasil apenas mais recentemente. Associado a
melhores condigdes sociais e econdmicas, sua prevaléncia alta € observada
em paises europeus e norte-americanos. Este achado ja foi encontrado e
reportado em uma publicagédo recente (CAMPOS et al. 2018), que mostra
uma distribuicdo de subtipos no Brasil mais semelhante aquela do mundo

desenvolvido. A frequéncia detectada do virus de Epstein-Barr também se
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aproxima da observada em outros estudos, tendo sido 12,3% para toda a
coorte, com somente 10,9% dos casos de esclerose nodular sendo positivos

e 60% dos casos portadores do subtipo celularidade mista.

6.3 CORRELACAO COM DADOS DE SOBREVIDA

Em relacdo a correlagao das variaveis clinicas, laboratoriais e imuno-
histoquimicas com o desfecho dos pacientes, apesar da expressdo de CD20
em células neoplasicas e a presenca de raras células CD15 positivas terem
demonstrando uma associagdo com sobrevida global, estes foram achados
somente detectados na anadlise univariada. Quando uma avaliagéo
multivariada foi realizada, somente a idade de 60 anos ou mais e niveis
séricos elevados de DHL (acima de 352 U/L) mantiveram-se como fatores
prognoésticos relevantes em relagdo a sobrevida global. Em relagdo a
sobrevida livre de progressao, os parametros imuno-histoquimicos nao se
mostraram estatisticamente significantes. Nesta analise, apenas o
estadiamento avangado e niveis reduzidos de albumina sérica
demonstraram associagao com pior prognostico.

Diversos estudos tentaram demonstrar a associacdo de parametros
anatomopatologicos com a evolugéo clinica dos doentes, no intuito de
identificar biomarcadores progndsticos que pudessem denotar maior
agressividade tumoral, detectados por um método com custo relativamente
baixo e amplamente difundido, como € o caso da imuno-histoquimica. A

maioria das publicagdes ou encontrou uma associacido fraca destes
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parametros com o desfecho, ou foi um achado que nao pode ser reproduzido
em estudos subsequentes, ou ndo foi observada associacido. Estes achados
vao ao encontro das observagdes realizadas no presente estudo, no qual
mesmo as associagdes encontradas para alguns parametros imuno-
histoquimicos em analises univariadas ndo se mantiveram presentes quando
0 conjunto de variaveis era considerado na avaliagdo (RASSIDAKIS et al.
2002b). De qualquer forma, sdo parametros que naturalmente fazem parte
do work up diagndstico do Linfoma de Hodgkin classico e geralmente séo ou
podem ser referidos nos laudos imuno-histoquimicos. Ainda que nao
possuam peso para mudanga de conduta terapéutica, estes dados podem
ser utilizados pelo hematologista assistente, em conjunto com os parametros
clinicos e laboratoriais estabelecidos em guidelines e em protocolos de
tratamento, para um melhor entendimento do comportamento biolégico de
cada neoplasia, contribuindo assim para a pratica atualmente conhecida

como medicina personalizada (VENKATARAMAN et al. 2014).

6.4 PERFIL DE EXPRESSAO DE MICRORNAS

A etapa seguinte e principal deste projeto foi a avaliagdo do perfil de
expressdo de microRNAs nos Linfomas de Hodgkin classicos. Para sua
execugao, por limitagdes orgcamentarias, somente um numero restrito de
amostras teria possibilidade de ser testado. Adicionalmente, para normalizar
as reacOes e analises posteriores, controles contendo tecido linfoide normal

e/ou hiperplasico deveria ser utilizado. Na tentativa de identificacdo de um
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microRNA que pudesse potencialmente funcionar como biomarcador de
maior agressividade biolégica, foram selecionados 10 casos que
apresentaram recidivas e 10 casos que nao haviam recidivado. A fim de
uniformizar os demais parametros anatomopatolégicos e garantir material
com qualidade adequada para a realizagcdo de todo o experimento com
microRNAs, foram selecionados somente casos de Linfoma de Hodgkin,
subtipo esclerose nodular, que ndo demonstraram a presenga do virus de
Epstein-Barr pelo método de hibridizagao in situ cromogénica.

A escolha do mesmo subtipo histolégico foi necessaria pois estudo
anterior avaliando o panorama geral da expressao de microRNAs em
Linfomas de Hodgkin classico ja demonstrou que ha diferengas significativas
entre os subtipos esclerose nodular e celularidade mista, portanto este
poderia constituir um fator de confusdo para a analise estatistica e
identificacdo de um marcador que pudesse separar 0s casos com base no
desfecho e ndo no padrao histolégico. Da mesma forma, utilizando esta
mesma ldégica, optou-se por nao utilizar casos EBV positivos, pois o0 mesmo
estudo identificou que os casos associados ao EBV possuem microRNAs
diferencialmente expressos em relagdo aos casos que sao negativos para o
virus (NAVARRO et al. 2008). Sendo assim, um eventual microRNA
encontrado diferencialmente nesta situacao levantaria a duvida quanto a sua
causa, se induzida pelo virus ou pelo comportamento biolégico intrinseco do
linfoma. Adicionalmente a estes dados ja presentes na literatura, ndo havia
uma quantidade suficiente de casos dos outros subtipos histolégicos que

possibilitassem uma comparagdo mais homogénea. O subtipo esclerose
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nodular foi o mais prevalente e com a possibilidade de avaliacdo de casos
com recidiva e sem recidiva, disponiveis para comparagao.

Destes, além disso, a frequéncia de positividade para EBV foi baixa, o
que nao permitiria utilizar somente casos EBV positivos, o que seria uma
outra forma de padronizacdo. Finalmente, levando em consideracdo todos
estes fatores, foram elencados somente os casos de LHCEN, EBV
negativos, com e sem recidiva. Como amostras para servirem de controle,
foram selecionados 8 casos de linfonodos reativos, 4 deles com padrao de
hiperplasia folicular, que € o compartimento linfonodal onde predominam
linfocitos B e 4 com padrdo de hiperplasia paracortical, que é o
compartimento com predominio de linfocitos T.

Todos os casos selecionados possuiam amostras referentes a
exérese cirurgica de linfonodos, com o objetivo de disponibilizar a maior
quantidade possivel de material para o experimento; casos somente com
material proveniente de bidpsias por agulha foram preteridos pela
possibilidade da ndao obtengdo de material suficiente. Ainda assim, em dois
dos casos selecionados nao foi possivel a realizacdo da extragcdo de RNA.
Em um deles, um Linfoma de Hodgkin classico recidivado, o material foi
requerido pelo paciente; em outro, um linfonodo reativo com hiperplasia
paracortical, o bloco de parafina ndo estava disponivel no arquivo do
Departamento de Anatomia Patolégica no momento da requisicéo para este
ensaio. Diante da exclusdo destas duas amostras, o experimento da
avaliacao da expressao dos microRNAs deu-se com 10 amostras de LHCEN

sem recidiva, 9 casos recidivados, 4 casos de linfonodo reativo com
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hiperplasia folicular e 3 casos de linfonodo reativo com hiperplasia

paracortical, totalizando 26 amostras.

6.4.1 Comparacdo com Linfonodos Reativos

Na avaliagdo global do perfil de expressdo de expressao dos
microRNAs, todos os casos de linfonodo reativo agruparam-se no mesmo
agrupamento  principal. Mais préximos destes  posicionaram-se
predominantemente os casos de Linfoma de Hodgkin classico sem recidiva.
Por fim, abaixo deles, esteve a maioria dos casos de Linfoma de Hodgkin
classico com recidiva (Figura 24).

Entre os casos de linfonodo reativo, somente um microRNA esteve
diferencialmente expresso, notadamente o miR-24, com uma variacdo de
0,42 em favor dos casos de hiperplasia paracortical. Este microRNA ja havia
sido reconhecido por INADA et al. (2018) como sendo estavel em linfonodos
reativos e um bom candidato para ser utilizado como normalizador em
amostras linfonodais de material incluido em parafina. Este estudo, que
utilizou 16 amostras de linfonodo sem evidéncia de neoplasia, ndo especifica
se foi observado algum padrao predominante de reatividade nesses
linfonodos. A média de idade dos pacientes destas amostras era de 76 anos
(com variagdo entre 51 e 83 anos), o que torna menos provavel que
exibissem hiperplasia folicular predominante (INADA et al. 2018). O achado
do presente estudo ndo esta previamente descrito no ambito de linfonodos
reativos, pois ndo ha experimento prévio visando a comparacdao com base

no padrao da hiperplasia. Em relagdo ao miR-24, o mesmo ja foi descrito
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como possuindo diversos potenciais alvos, como por exemplo o p16(INK4a)
(LAL et al. 2008) e outros genes envolvidos no ciclo celular, como E2F2 e
MYC (LAL et al. 2009). Desta forma, uma das possibilidades que justifique
este achado seria que o miR-24 estaria associado a inibicdo da proliferacéo
celular na hiperplasia paracortical, como um mecanismo hipotético de
autorregulagao do processo imune presente nestes quadros reativos.

Em todas as comparacdes realizadas no presente estudo, os casos
de Linfoma de Hodgkin classico, sejam eles portadores de recidiva ou nao,
demonstraram um perfil de expressdo de microRNAs diferente dos
linfonodos reativos, independente do padréo, seja de hiperplasia folicular ou
paracortical, sob o método de agrupamento hierarquico nao supervisionado.

Esta diferenca ja havia sido identificada em estudos prévios.
NAVARRO et al. em 2008, avaliaram por PCR a expressdo de microRNAs
em 49 casos de Linfoma de Hodgkin classico e 10 linfonodos reativos. Eles
identificaram uma assinatura de 25 microRNAs diferencialmente expressos
entre os grupos. Adicionalmente, os autores identificaram que havia
diferenca no perfil entre os subtipos esclerose nodular e celularidade mista,
bem como encontraram 4 microRNAs com regulagdo diminuida nos casos
associados ao EBV (NAVARRO et al. 2008).

PAYDAS et al. em 2016, também avaliaram casos de Linfoma de
Hodgkin classico (32 casos), comparando-os com linfonodos reativos (60
amostras). Estudando 377 microRNAs, os autores encontraram um perfil
diferente entre estes grupos, ressaltando ainda que o microRNA 127-3p

esteve hiper-regulado no subtipo esclerose nodular em comparagdo com o
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subtipo celularidade mista.

6.4.1.1 miR-21

Nestes e também em outros estudos, o microRNA miR-21 foi aquele
encontrado por mais autores como estando hiperexpresso em Linfomas de
Hodgkin classico, seja em amostras de tecido contendo linfonodos
acometidos como um todo, em culturas celulares, no plasma dos pacientes e
também em células HRS microdissecadas a partir de laminas histoldgicas
(NAVARRO et al. 2008; VLIERBERGHE et al. 2009; GIBCUS et al. 2009;
SANCHEZ-ESPIRIDION et al. 2013; JONES et al. 2014).

No presente estudo, assim como nos acima referidos, foi observado
que o microRNA miR-21 esteve hiperexpresso em ambos os grupos de
Linfoma de Hodgkin classico em todas as comparagbes realizadas com
linfonodos reativos. SANCHEZ-ESPIRIDION et al. (2013) encontraram
associacado entre a hiperexpressao deste microRNA e sobrevida livre de
falha, propondo que o mesmo possui um papel na resisténcia a apoptose,
pois a inibicdo de miR-21 levou ao aumento de apoptose da linhagem celular
L-428, bem como reducdo na relacdo entre Bcl-2 e Bax. Estes alvos,
entretanto, ndo foram validados e podem corresponder a um efeito
secundario da hiperexpressdo de miR-21. No presente estudo, este
marcador ndao foi encontrado diferencialmente expresso entre os casos
recidivados e sem recidiva. Esta diferenca pode estar relacionada ao fato da
coorte de validacado daquele estudo ter sido constituida somente de casos de

pacientes com doenga avancada, enquanto que os critérios de inclusdo no
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experimento de microRNA do presente estudo foram somente o subtipo
morfolégico (esclerose nodular) e auséncia de associagcdo com EBV,
estratificados pela presenca ou ndo de recidiva (SANCHEZ-ESPIRIDION et

al. 2013).

6.4.1.2 miR-155

Outro microRNA encontrado hiperexpresso neste estudo e que ja
possui associagao descrita na literatura com o Linfoma de Hodgkin classico
€ 0 miR-155. O primeiro artigo demonstrando esta associagéo foi o estudo
de KLUIVER et al. (2005), que observaram altos niveis de miR-155 em cinco
linhagens celulares de Linfoma de Hodgkin, além de sua hiperexpressdo em
7 casos de pacientes portadores de LH. Posteriormente, em 2009, GIBCUS
et al. reportaram ndo somente a relagdo entre linhagens celular de LH e
miR-155, como também demonstraram que os genes AGTR1, FGF7,
ZNF537, ZIC3 e IKBKE s&o potenciais genes alvo do miR-155. Neste
estudo, a funcao deste microRNA parece estar associada a contrabalancear
0s mecanismos de proliferagdo celular das linhagens celulares de LH, pois
estes genes alvo estdo associados a algum mecanismo de proliferagéo.
IKBKE, por exemplo, esta relacionado a ativagao da via NF-kB e FGF7 € um
fator de crescimento fibroblastico associado a ativacdo de Akt, ambos estes
mecanismos sendo ativos no Linfoma de Hodgkin classico (GIBCUS et al.
2009).

E interessante ressaltar que a hiperexpressdo observada no presente

estudo sé foi detectada, para ambos os grupos de LHC, quando comparados
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com linfonodos reativos com hiperplasia folicular, ndo estando presente
quando a comparagao foi realizada com os linfonodos reativos com
hiperplasia paracortical. JONES et al. em 2014, em um estudo cujo objetivo
principal era avaliar microRNAs circulantes no plasma como biomarcadores
de resposta em LHC, também nao observaram diferenca nos niveis de miR-
155 quando compararam o tecido de 14 casos de LHC com 8 casos de
linfonodos sem neoplasia. Estes linfonodos utilizados na comparagcdo eram
provenientes de disseccdes axilares secundarias a neoplasias de mama e
provavelmente ndao possuiam um componente de hiperplasia folicular como
um dos grupos de linfonodos reativos usados neste estudo (JONES et al.
2014). Em outro estudo cujo miR-155 esteve diferencialmente expresso
entre casos de LHC e linfonodos reativos, PAYDAS et al. (2016)
compararam 34 casos de LHC com 60 linfonodos reativos, sem especificar o
padrao de reatividade. Como os casos de hiperplasia folicular sdo mais
comuns que os de hiperplasia paracortical (WEISS e O'MALLEY 2013), é
provavel que este grupo comparador estivesse enriquecido por este tipo de
hiperplasia, resultando na diferenca de expressao de miR-155 encontrada
pelos autores (PAYDAS et al. 2016). Apesar de nao ter sido encontrada uma
diferenca de expressdo do miR-155 entre os casos de hiperplasia folicular e
paracortical, provavelmente este microRNA possuia niveis mais elevados
nos casos de hiperplasia paracortical, fato que na comparagdo com os casos
de Linfoma de Hodgkin classico nao resultou em diferenga estatisticamente
significante. Este dado pode ser justificado pele fato deste microRNA

também estar associado a ativagdo de células T (HU et al. 2014). Apesar
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deste achado, quando comparado entre os casos de Linfoma de Hodgkin

classico, o miR-155 nao esteve diferencialmente expresso.

6.4.1.3 miR-9

Este estudo ndo encontrou a hiperexpressdo do microRNA miR-9 em
nenhuma das comparacdes envolvendo os casos de LHC. Dos principais
estudos que avaliaram a expressao de microRNAs em LHC, 3 deles haviam
encontrado este microRNA como diferencialmente expresso, em contraste
com o achado deste experimento. Esta discrepancia pode ser explicada pois
2 dos referidos estudos utilizaram ou células de culturas celulares ou células
HRS microdissecadas a partir de amostras de tecido (VLIERBERGHE et al.
2009; GIBCUS et al. 2009). No terceiro estudo, o aumento dos niveis de
miR-9 so6 foi observado no subtipo celularidade mista e ndo na esclerose
nodular (NAVARRO et al. 2008). Conforme ja mencionado, esta avaliagéao
pré-selecionou casos de LHC esclerose nodular para homogeneizar a
comparagao, fez uso de cortes do tecido inteiro para o experimento e
comparou com linfonodos reativos, metodologia diferente daquela aplicada
nos referidos estudos. A acédo do miR-9 se da pela regulagdo negativa do
gene PRDM1/BLIMP1, um gene muito importante na diferenciagao terminal
das células B, quando as mesmas se diferenciam em plasmadcitos
(SHAFFER et al. 2002; NIE et al. 2008). Este gene, por sua vez, é também
regulado pela molécula CD99, que geralmente tem redugdo de sua
expressdo nas células HRS como parte da oncogénese do LHC. Ha

evidéncias, ainda, que o EBV pode estar associado a esta diminui¢cdo de
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expressao do CD99. Desta forma, racionalizando este mecanismo, o EBV
induziria a redugao de CD99, que por sua vez leva a hiperexpressao de
PRDM1/BLIMP1, que por mecanismo compensatoério levaria ao aumento dos
niveis de miR-9 (KIM et al. 2000; HUANG et al. 2012). Este processo
justificaria o encontro da expressao diferencial do miR-9 como estando mais
associado ao subtipo celularidade mista, pois trata-se do subtipo mais
associado a infecgao por EBV. Como este subtipo n&o foi incluido na analise
pela sua baixa prevaléncia, a hiperexpressdao de miR-9 nao foi detectada.
Semelhante a este achado, outros trés estudos que fizeram uso de material
incluido em parafina, sem microdisseccdo, também nao observaram
elevacgdo deste microRNA (SANCHEZ-ESPIRIDION et al. 2013; JONES et
al. 2014; PAYDAS et al. 2016).

Além destes microRNAs frequentemente referidos na literatura como
estando associados ao LHC, no presente estudo foram identificados 2
microRNAs em altos niveis nos casos de LHC nas comparagdes realizadas
com os grupos de linfonodos reativos. Foram eles os microRNAs miR-337-
5p (com fold change variando entre 2,25 e 4,14) e miR-382 (fold change
entre 445 e 5,51). Estes 2 microRNAs n&o haviam sido descritos

previamente como associados ao LHC.

6.4.1.4 miR-337-5p
O microRNA miR-337-5p ja foi associado a maior agressividade
biolégica em pacientes portadores de osteossarcoma, em um estudo que

avaliou 65 casos. Os autores constataram que os pacientes que possuiam
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maiores niveis de expressao deste microRNA tiveram menor sobrevida
global e mais metastases pulmonares. Além disto, este estudo demonstrou
que a transfeccao deste microRNA em culturas celulares de osteossarcoma
aumentou a viabilidade celular, indicando uma funcdo de proliferacdo e
invasao, provavelmente por ativacido de ERBB2, Erk1/2 e VEGF121, pois um
aumento na expressao destas moléculas também foi detectado nas células
com altos niveis de miR-337-5p (TIAN et al. 2018).

Este microRNA também ja foi associado a evolugao adversa em
pacientes portadores de leucemia mieloide aguda que exibiam um
polimorfismo do gene NPM1 na regido 3’-ndo traduzida. Segundo os
autores, este polimorfismo modifica o sitio de ligacdo de microRNAs do gene
NPM1, criando um local para a regulagdo por parte do miR-337-5p. A
transfeccdo deste microRNA em culturas de células com esta alteracdo de
NPM1 promoveu sua supressao. Pacientes com este polimorfismo tiveram
maior probabilidade de recaida e sobrevida global significativamente
reduzida (CHENG et al. 2013). Apesar deste dois estudos, a fungdo e os
alvos do miR-337-5p sao pouco conhecidos e constituem um campo a ser
investigado. Na comparagao entre os grupos de LHC presentes no presente
projeto, ndo foi observada diferenga de expressédo entre os grupos com ou

sem recidiva.

6.4.1.5 miR-382
O microRNA miR-382, presente em altos niveis nos LHC na maioria

das comparacgdes realizadas, em contraste ao miR-337-5p, é referido por
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varios autores como estando relacionado a inibicdo da proliferacao e
migragado de células neoplasicas malignas, bem como do desenvolvimento
de metastases. Esta funcdo de supressor de tumor ja foi demonstrada em
diversos tipos histolégicos, como carcinomas colorretais (CCR), prostaticos,
esofagicos, hepatocarcinoma e carcinomas de pulmao nao-pequenas células
(Ql et al. 2015; ZHANG et al. 2016; CHEN et al. 2017; FENG et al. 2017;
REN et al. 2018; ZHANG et al. 2018; CHEN et al. 2019; YAO et al. 2019).
Em adenocarcinomas de prostata, o mecanismo proposto de acdo do miR-
382 seria através da inibicdo dos genes ativados pelo gene COUP-TFII
(chicken ovoalbumin upstream promoter transcription factor Il), como por
exemplo Snail e o gene da metaloproteinase de matriz 2 (MMP2). Os
autores sugerem que este seria um importante mecanismo patogenético
desta neoplasia (ZHANG et al. 2016). Em carcinomas colorretais, um dos
estudos demonstrou que este microRNA encontra-se hipoexpresso nos
tecidos neoplasicos e linhagens celulares, entretanto, a transfec¢ao deste
microRNA reduziu o crescimento e migragao celulares. Adicionalmente, os
autores estabeleceram o gene SP1 como um outro potencial alvo do miR-
382, pois encontraram concentragdes inversamente proporcionais destas
moléculas nos CCR (REN et al. 2018). Um terceiro estudo, avaliando tanto
carcinomas de pulmao nao-pequenas células (CPNPC) em tecido quanto em
células em meio de cultura, demonstrou que este microRNA também é
hiporregulado nos CPNPC, propondo o gene LMO3 como um outro alvo do
miR-382. Neste estudo, a hiperexpressao de miR-382 também promoveu a

supressao da proliferagdo e migracao das células de CPNPC (CHEN et al.
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2019).

Outro papel atribuido a este microRNA, fora do ambito das
neoplasias, € a participacdo na génese de quadros fibréticos, como por
exemplo a fibrose renal, tanto medular quanto tubulo-intersticial, bem como a
fibrose epidural (KRIEGEL et al. 2012; FANG et al. 2017; LIN et al. 2018; HU
et al. 2018). Um destes estudos, em uma avaliagdo in vivo com um modelo
experimental de fibrose renal intersticial, demonstrou que o miR-382 teve
como alvo a calicreina 5, molécula que atua na degradacdo de diversos
componentes da matriz extracelular. A hiperexpressdo deste microRNA
reduziu os niveis de calicreina 5 e contribuiu para o desenvolvimento da
fibrose renal (KRIEGEL et al. 2012). Outro estudo, avaliando fibroblastos em
meio de cultura oriundos de cicatrizes epidurais, demonstrou que o miR-382-
5p nédo alterou a taxa de proliferacdo destas células, mas sua
hiperexpressao, induzida pelo tratamento com o fator de crescimento
transformador beta 1 (TGF-B1), elevou os niveis de colageno | A1,
contribuindo para a ocorréncia e desenvolvimento da fibrose (LIN et al.
2018).

Como as evidéncias acima mencionadas mostram que o miR-382 ou
esta associado a uma funcgao antiproliferativa e supressora tumoral, ou pode
estar relacionado ao desenvolvimento de quadros fibréticos, o achado da
presenca da hiperexpressdo deste microRNA nas amostras de LHC do
presente estudo pode ser atribuida ao microambiente tumoral e ndo a
neoplasia em si. O microambiente dos Linfomas de Hodgkin classico,

esclerose nodular, além de possuir uma grande variedade de células
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inflamatoérias de permeio as células neoplasicas, também exibe, como o
préprio nome do subtipo implica, uma grande quantidade de tecido fibroso
que separa nédulos. Os niveis encontrados deste microRNA podem ter sido
provenientes dos fibroblastos contidos nos septos fibrosos, uma vez que
para a extracdo de RNA e realizacdo do experimento com os microRNAs,
foram utilizados os cortes inteiros do material parafinado, contendo tanto as
células HRS quanto seu microambiente. Os linfonodos reativos utilizados na
comparagao, apesar de apresentarem alguma expansao dos
compartimentos linfoides B e T, ndo apresentavam areas de fibrose ou
espessamento capsular que pudessem conter grandes quantidades de
células estromais. Na comparacao entre os dois grupos de LHC, entretanto,
também nao foi detectada diferenca de expressao significativa deste

microRNA.

6.4.2 Comparacao entre os Casos de Linfoma de Hodgkin Classico

De todos os microRNAs estudados, apenas 3 mostraram-se
diferencialmente expressos entre os casos de Linfoma de Hodgkin classico.
Estes 3 microRNAs foram capazes de separar dois grupos de pacientes,
com niveis de expressao significativamente distintos. Nominalmente, estes
microRNAs foram o miR-886-5p, o miR-502-3p e o miR-363. O primeiro
grupo, que exibiu menor expressao de miR-886-5p e maior expressao dos
outros dois microRNAs, conteve somente casos que nao exibiram recidiva
do linfoma. O segundo grupo foi composto por todos os casos recidivados e

4 casos que nao apresentaram recidivas. Neste grupo, houve maior
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expressao do miR-886-5p (fold change de 1,01), com expressao reduzida de

miR-502-3p (fold change de -0,62) e miR-363 (fold change de -1,37).

6.4.2.1 miR-502-3p

O microRNA miR-502-3p ainda € um microRNA pouco estudado na
literatura. NING et al. em 2014, demostraram que carcinomas de células de
Merkel possuem este miRNA hiper-regulado. Estes autores encontraram
esta expressao comparando 20 amostras desta neoplasia com amostras de
pele normal e outras neoplasias, como melanoma, carcinoma basocelular e
carcinoma de células escamosas, a partir de tecido incluido em parafina.
Entretanto, ao comparar tecido congelado de metastases linfonodais de
carcinomas de células de Merkel com tecidos humanos normais, este
microRNA ndo demonstrou niveis elevados (NING et al. 2014). Em um
ensaio avaliando o perfil de microRNAs circulantes em pacientes portadores
de carcinomas de pulmao n&o-pequenas células avangado, com histologia
nao escamosa, o0 microRNA miR-502-3p demonstrou tratar-se de um fator de
bom progndstico, correlacionando-se com maior tempo até progressao da
doenga e menor risco de 6bito, com hazard ratio de 0,35 (0,14-0,87) e 0,34
(0,14-0,83), respectivamente (JOERGER et al. 2014). Outros estudos
também associaram este microRNA como fazendo parte do perfil de
adenocarcinomas de pulmdo com mutacdo de EGFR, que em geral séo
neoplasias com melhor progndstico em relagédo aos EGFR-selvagens, tanto
intrinsecamente quanto pelo fato de predizerem resposta a inibidores

tirosina-quinase (BJAANZS et al. 2014; SUBAT et al. 2018). Neste grupo de
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neoplasias, BJAANAS et al. (2014) propuseram que o miR-502-3p pode
exercer efeito regulatério sobre a proteina RASSF (ativadora de RAS) e as
ciclinas dependentes de quinase 4 e 6 (CDK4/6). Desta forma, pelo modelo
descrito pelos autores, a hiperexpressdo deste miRNA levaria a redugao da
transcricdo destes alvos e seria capaz de reduzir a sinalizagao através das
vias do retinoblastoma (RB), MAP quinase (MAPK) e também AKT,
participando da regulagao da proliferagdo e sobrevivéncia celular.

Outro estudo também reportou uma potencial atividade supressora da
proliferagdo, migragdo e invasao celular mediada pelo miR-502-3p. Neste
experimento, os autores avaliaram culturas celulares de carcinomas
hepatocelulares, observando que a hiperexpressdo deste mMIiRNA este
associada a inibicdo das propriedades que conferem agressividade as
células, bem como as induziu a apoptose. Este mecanismo estaria ligado a
regulagao da transcricdo do gene SET. A proteina codificada por este gene,
por sua vez, quando presente, reduz os niveis de fosfatase 2A, uma proteina
regulatoria do ciclo celular, da migragéo e apoptose (JIN et al 2016). Ainda
neste tipo histolégico de neoplasia, Zhi-Liang et al. (2012), citado por JIN et
al. (2016, p.3881), correlacionaram a redugdo de expressao deste miRNA
com maior risco de recorréncia e maior grau histolégico de Edmondson-
Steiner.

Nao foi encontrada na literatura uma associacao entre o miR-502-3p e
neoplasias hematopoiéticas, portanto o achado do presente projeto trata-se
de sua primeira descricdo. Os niveis deste miRNA nos casos recidivados

demonstraram-se reduzidos em relacao aos casos sem recidiva. Este dado
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encontra-se em consonancia com os estudos expostos acima, pois as
evidéncias por eles apresentadas correlacionam a hiperexpressao deste
microRNA com controle da proliferagao celular e disseminacdo, atuando
como um fator de protecdo e melhor progndstico. Inversamente, a redugao
de sua expressado, como a observada nos casos de LHC com recidiva, pode
estar associada a uma maior agressividade biolégica, por uma desregulagao

dos mecanismos mencionados.

6.4.2.2 miR-363

O outro microRNA que teve expressao reduzida no grupo de casos de
LHC que continha todos as amostras que apresentaram recidiva foi o miR-
363. Este microRNA é referido por uma série de autores como estando
relacionado a inibicao da proliferagdo celular, migragcéo e invasao de células
neoplasicas. A reducdo da expressao deste microRNA tem sido reportada
como associada ao desenvolvimento de resisténcia a terapias citotoxicas.
Em neoplasias linfoides, NG et al. (2011), avaliando 38 casos de linfoma de
células T/NK extranodal, tipo nasal, demonstraram que o miR-363 € um dos
microRNAs que se encontra hipoexpresso nestas neoplasias.
Adicionalmente, os autores verificaram que a transfeccdo deste microRNA
em células de linfoma NK em meio cultura reduziu sua capacidade
proliferativa. Este estudo, entretanto, ndo foi capaz de propor qual seria o
potencial alvo deste miRNA especificamente (NG et al. 2011).

Em carcinomas mamarios, ZHANG R et al. (2014) propuseram a

proteina Mcl-1 (Myeloid cell leukemia-1) como alvo do miR-363. Esta é uma
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proteina antiapoptética da familia do Bcl-2, associada a resisténcia a
quimioterapia em algumas neoplasias (KELLY e STRASSER 2011). No
experimento de Zhang, foi observado que linhagens celulares de carcinomas
mamarios possuiam baixos niveis de miR-363 e altos niveis de Mcl-1.
Quando estas linhagens foram transfectadas com este microRNA, houve
reducdo significativa nos niveis de Mcl-1. Além disso, os autores
demonstraram que estas linhagens celulares tornaram-se mais sensiveis a
apoptose induzida pela cisplatina (ZHANG R et al. 2014). Também avaliando
Mcl-1 como alvo do miR-363 e sua associacdo com a sensibilidade a
cisplatina, OU et al. (2015) estudaram 30 amostras de carcinomas
hepatocelulares e linhagens celulares resistentes a cisplatina, observando
resultados semelhantes ao do estudo descrito anteriormente. Células
transfectadas com miR-363 tiveram a expressdao de Mcl-1 inibida, com
viabilidade celular reduzida, bem como apresentaram uma diminuicdo na
sua resisténcia a terapia. Esta funcao antiproliferativa e pré-apoptética do
miR-363 através de sua acao sobre Mcl-1 também foi comprovada por
FENG et al. (2018) avaliando amostras de carcinomas de laringe.

Além de Mcl-1, outras proteinas tém sido descritas como alvo do miR-
363. Em carcinomas de células escamosas de cabeca e pescoco,
CHAPMAN et al. (2015) propuseram a miosina 1B, codificada pelo gene
MYO1B como molécula alvejada por este miRNA. Em seu experimento,
linhagens celulares transfectadas com miR-363 tiveram redugédo nos niveis
de miosina 1B, além de diminuigdo da migragao celular. A hiperexpressao

deste microRNA foi encontrada nos casos associados ao HPV-16, quando
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comparados aos casos sem associagao com este virus. Alguns dos alvos
reportados do miR-363 estao relacionados a proliferagao e ciclo celular. LI et
al. (2015) imputaram a este miIRNA um papel supressor tumoral em
osteossarcoma, através da regulacdo de MAP2K4. Adicionalmente, este
grupo correlacionou baixos niveis de expressdao de miR-363 com maior
tamanho tumoral, estadio clinico e metastases a distancia. Em células de
carcinomas hepatocelulares, YE et al. (2017) também demonstraram um
efeito inibitério do miR-363 sobre o crescimento, migracdo e invaséo,
promovido pela regulagao do fator de transcrigdo E2F3. Outro alvo descrito
associado a este miRNA é o RUNX2, que juntamente com seus genes alvo
RANKL e DKK1, tiveram sua expressado reduzida em células de mieloma
multiplo, quando estas tiveram seus niveis de miR-363 reconstituidos.
Quando estas células foram inoculadas em ratos, houve uma redugéo na
progressdo da doenga e aumento da imunidade antitumoral quando
comparada ao grupo controle (GOWDA et al. 2018). Esta atividade
antiproliferativa e uma acao antiangiogénica também ja foi demonstrada em
carcinomas de células renais, como resultado de uma agao regulatéria do
gene do receptor do horménio do crescimento (GHR) pelo miR-363. Esta
regulacdo tem a capacidade de reduzir a sinalizagao pela via da Janus
tirosina-quinase 2 (via JAK2-STAT3). As células de neoplasias renais que
possuiam niveis altos de miR-363 apresentaram menor quantidade de vasos
capilares e menor viabilidade celular (ZHU et al. 2019).

Conforme estabelecido pelas referéncias mencionadas acima, de uma

forma geral, o microRNA miR-363 pode ser interpretado como um supressor
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tumoral, seja regulando a proliferacdo através do controle de fatores de
transcricdo e modificando vias de sinalizagcao, ou através de um mecanismo
pré-apoptético, atuando como um sensibilizador a drogas quimioterapicas.
Todos os casos de LHC recidivados avaliados no presente experimento
foram enquadrados em um grupo no qual foi detectada redugdo da
expressao deste microRNA, o que pode ter tido alguma participagao
relacionada ao comportamento menos indolente que estas neoplasias

apresentaram.

6.4.2.3 miR-886-5p

O unico microRNA que esteve diferencialmente hiperexpresso em
todos os casos de LHC recidivados foi 0 miR-886-5p, um microRNA que tem
sido pouco explorado na literatura. Ao contrario dos outros dois microRNAs
que tiveram significancia estatistica na comparacao e foram descritos acima,
este microRNA tem sido relatado como estando associado a inibicdo da
apoptose e como marcador de agressividade em neoplasias. LI et al. em
2011, foram os primeiros a descrever a associacao da hiperexpressao de
miR-886-5p em uma neoplasia. Estes autores estudaram amostras de
carcinomas de células escamosas do colo uterino e culturas celulares destas
neoplasias, todas positivas para HPV-16. De um total de 1145 microRNAs,
os autores verificaram que o miR-886-5p estava altamente hiperexpresso
quando comparado a tecidos normais adjacentes a neoplasia. Através da
transfeccdo de miR-886-5p nas células em cultura, houve uma reducéao

significativa nos niveis da proteina Bax, uma molécula pré-apoptética
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membro da familia do Bcl-2 (KELLY e STRASSER 2011). Esta redugao de
Bax ocorreu de uma forma dose-dependente da concentracdo de miR-886-
5p nas células transfectadas. Adicionalmente, estas células apresentaram
maior atividade proliferativa, principalmente no terceiro dia apdés a
transfeccdo. Inversamente, a utilizacdo de um inibidor de miR-886-5p
aumentou significativamente a proporg¢ao de células apoptéticas em relagéo
ao grupo controle. Este experimento sugeriu que a hiper-regulagdo de miR-
886-5p leva a reducao de expressao de Bax, reduzindo a apoptose celular
(LI'et al. 2011).

Através da analise das interacoes entre microRNAs e RNAs
mensageiros, SHARBATI et al. (2011) também propuseram o gene BAX
como um alvo potencial de miR-886-5p, em um estudo que avaliou
macrofagos humanos infectados por Mycobacterium avium. A infecgdo por
esta bactéria exerceu um efeito antiapoptético agindo sobre diversas
moléculas da familia do Bcl-2, elevando os niveis celulares de miR-886-5p
(SHARBATI et al. 2011). Avaliando os possiveis efeitos da inibicdo deste
microRNA, ZHANG LL et al. em 2014, demonstraram que a diminui¢gao dos
niveis de miR-886-5p em culturas celulares inibiu a formacédo de colbnias
através da inducao da apoptose. Além disso, este experimento verificou uma
reducdo nas capacidades de migracao e invasividade das células tratadas
com o inibidor de miR-886-5p, em comparagao aos controles. Os autores
propuseram que a regulagdo das metaloproteinases 2 e 9 (MMP2/9), bem
como do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) também compde

este processo, pois detectaram niveis diminuidos destas moléculas nas
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células tratadas (ZHANG LL et al. 2014).

A expressao deste microRNA também ja foi associada a tumores de
bexiga invasivos e de alto grau. KHOSHNEVISAN e et al. em 2015,
avaliaram 70 tumores vesicais provenientes de material incluido em parafina,
todos representados por carcinomas uroteliais. As neoplasias de alto grau
demonstraram niveis significativamente mais elevados que os tumores de
baixo grau, com um fold change de 2,84. Agrupamento os tumores por
estadiamento patolégico ‘T’, os autores observaram que as neoplasias
musculo-invasivas ou com estadiamento mais avangado (T2 a T4)
apresentaram o miR-886-5p diferencialmente hiperexpresso em relacdo aos
tumores iniciais (Ta e T1). Com base nestes achados, os autores propdem
que este microRNA pode estar envolvido em vias de sinalizagédo
relacionadas a invasao e progressao tumoral, entretanto ndo é possivel
pressupor um alvo mais especifico deste microRNA com base nas analises
realizadas (KHOSHNEVISAN et al. 2015).

Em neoplasias linfoides, LIU et al. (2013) descreveram pela primeira
vez a associagao entre a hiperexpressao de miR-886-5p e Linfomas
anaplasicos de grandes células (LAGC). Neste estudo, os autores
encontraram uma assinatura de 7 microRNAs diferencialmente expressos
nos LAGC em comparagédo com Linfomas de células T angioimunoblastico e
Linfomas de células T periféricas, sem outra especificacdo. O miR-886-5p
este presente em niveis elevados tanto no LAGC ALK-positivo quanto no
ALK-negativo, entretanto as maiores expressdes foram observadas no grupo

de neoplasias ALK-positivas. Foi realizado também um experimento com
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linhagens celulares de linfomas anaplasicos, nas quais foi realizada o knock
down de ALK; isto levou a uma reducao da expressdao de miR-886-5p,
levantando a hipotese que um dos mecanismos que a proteina ALK pode
regular a apoptose é através da regulagao positiva de miR-886-5p (LIU et al.
2013). Ainda avaliando linfomas, desta vez somente linfomas de células T
periféricas sem outra especificacdo e comparando-os com linfonodos
reativos, LI et al. (2013) observaram 8 microRNAs diferencialmente
hiperexpressos, dentre eles o miR-886-5p.

Em estudo recente, XIANG et al. (2019) analisaram o plasma de
pacientes portadores de mieloma multiplo e linhagens celulares em busca da
expressao de miR-886-5p. Foram estudados 16 individuos 10 deles recém
diagnosticados com mieloma e virgens de tratamento, além de 6 individuos
saudaveis para comparagao. Os autores observaram que os pacientes com
mieloma apresentaram niveis plasmaticos mais elevados de miR-886-5p que
os controles, bem como células de mieloma multiplo em cultura também
exibiram hiperexpressdao deste microRNA em comparagdo com
mononucleares obtidos a partir do sangue periférico de pessoas néao
acometidas pela doencga. Estes dados sugerem que este microRNA poderia
ser utilizado como um biomarcador sérico no acompanhamento de pacientes
com esta neoplasia.

Conforme o acima exposto, o presente estudo traz pela primeira na
literatura a associagdo entre miR-886-5p e Linfoma de Hodgkin classico,
correlacionando sua hiperexpressao com casos que apresentaram recidiva

da doenca. O provavel mecanismo de agao deste microRNA, referido pela



Comparacéo entre os perfis de expressdo de microRNAs em Linfomas de Hodgkin Classico 88

maioria das publicagdes, € através da inibicdo da apoptose mediada pela
regulacédo negativa de Bax. Este mecanismo poderia contribuir para a
proliferagdo celular e resisténcia ao tratamento com drogas citotoxicas. A
investigacdo de moléculas da familia do Bcl-2 em Linfomas de Hodgkin
sempre foi motivo de investigagao na literatura. Em 1996, BROUSSET et al.
(1996) verificaram que 92% dos casos de LHC expressavam Bax por imuno-
histoquimica, com 28% expressando de uma forma forte em mais de 75%
das células HRS. Mcl-1, Bcl-2 e Bcl-x também foram encontrados expressos,
em 80%, 53% e 88% dos casos, respectivamente. Em contraste,
LAURITZEN et al. (1999) s6 detectaram a expressao de Bax em 1 caso
dentre 50 LHC, sendo 33 do subtipo esclerose nodular (onde foi encontrado
0 caso positivo) e 17 do subtipo celularidade mista (todos negativos). Um
estudo subsequente, de KANAVAROS et al. publicado no ano 2000,
encontrou a expressdo de Bax em 41% dos casos de LHC. Esta
discrepancia pode ter se dado pelas diferencas de anticorpos e técnicas de
imuno-histoquimica empregadas pelos dois grupos a época dos
experimentos.

Em uma tentativa de correlacionar a expressdao de Bax com a
sobrevida livre de falha, RASSIDAKIS et al. em 2002a, utilizando imuno-
histoquimica, ndao encontraram diferengcas estatisticamente significativas
utilizando diversos pontos de corte para avaliar a porcentagem de células
com expressdao desta proteina. Neste estudo, os autores encontraram
positividade para Bax em 94% dos casos, achado semelhante ao descrito

acima, no estudo de BROUSSET et al. (1996). Em sua discussao, é
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mencionado pelos autores que os resultados contrariaram suas
expectativas, pois os mesmos acreditavam que a hiperexpressao de Bax
proporcionaria a apoptose induzida pela quimioterapia. Uma das possiveis
explicagbes para este resultado seria 0 método de recuperagédo antigénica
utilizado na imuno-histoquimica, através de calor, o que poderia ter alterado
a conformacdo espacial da molécula e causado viés na reagao e
interpretacdo (RASSIDAKIS et al. 2002a). Outra possivel explicagao para
esta auséncia de correlagao seria o fato da regulacdo da apoptose ser um
mecanismo complexo, que ao invés de depender de um unico fator, pode ter
influéncia de outras proteinas envolvidas na ativacido desta via de morte
celular.

Este mesmo grupo, no mesmo ano, em um estudo com muitas
similaridades, encontrou diferengas significativas em LHC tratados com o
esquema ABVD ou equivalentes, estratificados pela expressido de Bcl-2 nas
células neoplasicas. Tanto para toda a coorte quanto para pacientes em
estadio | e I, a sobrevida livre de falha foi menor nos casos que houve
expressado de Bcl-2 (74% vs. 84%). Na analise multivariada, segundo este
estudo, a expressdao de Bcl-2 manteve-se como um fator prognéstico
relevante de mau progndstico, juntamente com a idade acima de 45 anos,
estadio |V, baixos niveis séricos de albumina e altos niveis séricos de DHL,
estes ultimos achados semelhantes aos encontrados na avaliagdo dos
parametros clinico-laboratoriais do presente estudo (RASSIDAKIS et al.
2002b). Neste mesmo sentido, VASSALLO et al. (2003) também

encontraram uma associagao entre a expressao de Bcl-2 e o progndstico em
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LHC, propondo um indice progndstico baseado na avaliagdo concomitante
da expresséao de Bcl-2, Mcl-1 e LMP-1.

Esta interagdo complexa entre as moléculas pré- e antiapoptéticas
também foi apontada no estudo de BAI et al. (2007), quando os autores
sugeriram a hipotese que as proteinas Bcl-2, Mcl-1 e Bcl-x podem
contrabalancear os efeitos pré-apoptoticos de Bax, Bad e Bim, contribuindo
para a sobrevivéncia das células HRS. Conclusdo semelhante foi obtida pelo
trabalho desenvolvido por KIM et al. (2004), no qual sugere-se que a
expressao e os efeitos de Bax podem ser neutralizados por outros
componentes da familia do Bcl-2, como Bcl-x e o préprio Bcl-2. Ainda neste
contexto, utilizando imuno-histoquimica e hibridizagcdo in situ em TMAs
contendo tecido neoplasico de LHC, GARCIA et al. (2003) também
ressaltaram que a viabilidade das células tumorais e os desfechos dos
pacientes estdo associados a diversos fatores, genes e suas proteinas, que
compbe as vias apoptdticas, supressoras tumorais e de controle do ciclo

celular.

6.5 CONSIDERACOES FINAIS

Os microRNAs diferencialmente expressos entre os casos LHC foram
capazes de separar todos os casos que apresentaram recidivas. Eles estdo
associados ao controle da proliferagdo celular, invasividade, migragcdo ou
regulacdo da apoptose. Sugere-se que este perfil de maior expressao de

miR-886-5p e reducdo de expressao de miR-363 e miR-502-3p possa
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predizer casos com comportamento menos indolente e com maior risco de
recorréncia. Dos 13 casos que apresentaram este perfil, 9 eram casos com
recorréncia (69%), enquanto que os 6 casos que tiveram o perfil oposto nao
apresentaram recidiva do LHC apds a terapia inicial.

Este resultado pode ter tido a influéncia do viés de selecdo das
amostras, pois foram deliberadamente escolhidos casos com e sem
recidivas em uma proporcao equivalente, todos do subtipo esclerose nodular
e sem associacdo com o EBV. Esta pré-selecao foi realizada no intuito de
normalizar uma parte das variaveis e favorecer o encontro de um ou um
grupo de microRNAs que possivelmente estejam associados de fato a
presencga recidiva e ndo sejam decorrentes de outros fatores, o que se
sugere que tenha sido alcangado. Adicionalmente, o numero de casos
testados foi pequeno e a propor¢cao de casos recidivados incluidos no
experimento dos microRNAs foi maior do que a reportada na literatura e que
a encontrada na prépria coorte como um todo.

Ainda assim, pela primeira vez, descrevem-se aqui uma série de
microRNAs que ainda ndo tinham sido associados ao LHC, com atencao
especial aqueles diferencialmente expressos. Estes, mais uma vez, no
ambito da investigacdo de fatores prognésticos em LHC, trazem a tona a
tematica do ciclo celular e especialmente do controle da apoptose, assuntos
recorrentes no que tange esta neoplasia, entretanto, agora ndo somente em
relacdo a genes e proteinas, mais no controle epigenético mediado pelos
microRNAs. Tanto os interessantes achados quanto as eventuais limitacoes

do presente estudo servem de alicerce e motivacdo para a continuidade da
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investigacao destes novos biomarcadores, com casuisticas alargadas,
eventualmente prospectivas e preferencialmente integrando as metodologias
de expressao protéica e de microRNAs. Desta forma, os mecanismos acima
mencionados de proliferacdo e sobrevivéncia celular dos Linfomas de
Hodgkin classico podem ser revisitados sob uma nova o6tica, com o intuito de
identificar quais sdo os pacientes, nessa doenca que em geral possui bom
prognédstico, que podem estar sob maior risco de refratariedade, recidiva e

6bito.
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7 CONCLUSAO

A coorte de pacientes com LHC do presente estudo apresenta
caracteristicas clinicas e patoldégicas semelhante a da literatura. Ha
predominio de pacientes jovens, com apresentacao inicial em estadio l e Il. A
maioria dos casos foi possuia o subtipo esclerose nodular e foi tratada com
esquema ABVD. O padrao de expressao dos anticorpos e frequéncia de
positividade para o EBV também n&o diferiram de dados previamente
publicados.

Os marcadores imuno-histoquimicos avaliados nao demonstraram
associagao com prognoéstico em analise multivariada. Nesta, apenas fatores
clinicos (idade e estadio) e laboratoriais (niveis de albumina e DHL)
constituiram-se como fatores relevantes.

Os LHC possuem um perfil de expressdao de microRNA distinto de
linfonodos reativos, independente do padrao de reatividade. O microRNA
miR-886-5p esteve diferencialmente expresso e, seus niveis elevados, em
associacdo com niveis reduzidos de miR-502-3p e miR-363, foram capazes
de identificar um grupo de LHC que continha todos os casos com recidivas.
O outro grupo foi composto somente por casos de pacientes livres da
doenca. Estes microRNAs devem ser avaliados em coortes mais amplas

para validacao destes achados.
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