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RESUMO

Brasil SAB. Angiogénese e prognostico em linfoma de células do manto. [Tese]. Sao Paulo;

Fundac¢ao Antonio Prudente; 2020.

INTRODUCAO: Fatores prognésticos em Linfoma de Células do Manto (LCM) foram
definidos em época sem padronizacdo de tratamento e menos conhecimento de patogenia. Entre
estes conhecimentos a participagao da angiogénese ainda tem sido pouco estudada. Assim, a
identificacdo de novos fatores prognosticos e melhor defini¢do do impacto da angiogénese no
LCM podem auxiliar na terapéutica e caracterizar grupos com maior risco de O&bito.
OBJETIVO: Avaliar a microdensidade vascular (MDV) em pacientes com LCM tratados no
A.C.Camargo Cancer Center e relaciona-la a fatores que impactem na sobrevida global(SG).
MATERIAL E METODOS: Estudo retrospectivo, unicéntrico, transversal em portadores de
LCM nao indolente em cujas amostras histologicas foi quantificada MDV através de CD34 e
avaliada angiogénese através de HIF-x e VEGF. Também foram consideradas variaveis
demograficas, clinicas, laboratoriais, indices prognosticos e dados de tratamento e resposta ao
tratamento. Modelo de riscos proporcionais de Cox simples foi ajustado para descrever a
relagdo entre varidveis independentes e tempo até o obito. Sele¢do das variaveis para modelo
de regressdo de Cox multiplo foi considerada a partir dos resultados do modelo de Cox simples.
RESULTADOS: No periodo de 2006 a 2014 analisamos 63 pacientes. A maioria foi do sexo
masculino (68.3%) com estadio IV (81%). A mediana de idade foi de 64 anos e mediana de
MIPI e MIPI-b de 5,7 e 6,2 respectivamente. Citarabina em alta dose foi utilizada em 44,4%
dos pacientes e 36,5 % dos pacientes realizaram TACTH. O tempo mediano de seguimento foi
72,34 meses e a mediana de sobrevida global (SG) foi de 93,91 meses. Dos 63 pacientes iniciais,
34 dispunham de amostras para analise de MDV. A média e mediana de MDYV foi de 14,88 ¢
3,5 vasos/mm? respectivamente e 64,71% dos pacientes apresentaram VEGF e HIF-o< >
10%. Em andlise univariada nenhum pardmetro de angiogenese apresentou significancia
estatistica. Idade, hemoglobina , albumina, numero de leucdcitos, linfocitos, plaquetas, valores
de MIPI e Ki-67 apresentaram significancia estatistica para SG. Em analise multivariada idade,
concentragdo de albumina e plaquetas apresentaram significdncia permitindo estabelecer que
pacientes com idade superior a 70 anos possuiram risco 8 vezes maior (HR=8,025; valor

p=0,0101) de ir a dbito em relagdo aqueles com idade menor ou igual a 70 anos. Para cada



incremento de unidade de albumina houve reducdo de 79,9% (HR=0,201; valor p=0,005) no
risco de 6bito mantido a idade constante enquanto pacientes com contagem de plaquetas acima
de 146x10%1 tiveram reducdo de risco de o6bito em 78% (HR=0,231; valor p=0,003).
CONCLUSAO: Os resultados do presente estudo permitem concluir que a angiogénese nao
demonstrou ser um valor preditivo de dbito e que parametros diferentes dos habitualmente
utilizados associam-se a maior risco de obito. Tais achados devem ser validados em uma coorte

mais ampla de pacientes

Descritores: Inibidores da Angiogénese. Prognostico. Linfoma de Célula do Manto. Imuno-

Histoquimica



ABSTRACT

Brasil SAB. [Angiogenesis and prognosis in mantle cell lymphoma]. [Tese]. Sdo Paulo;

Fundagao Antonio Prudente; 2020.

INTRODUCTION: Mantle Cell Lymphoma (MCL) prognostic factors were defined in a no
standardized treatment and less well-known pathogenesis time. Among them, angiogenesis has
been little studied. Therefore, angiogenesis impact better definition and new prognostic factors
can define higher death-risk groups and help MCL patients’ management. PURPOSE: To
evaluate microvascular density (MDV) in MCL patients treated at the AC Camargo Cancer
Center as well as identify demographic, clinical and laboratory factors that impact on overall
survival (OS). MATERIAL AND METHODS: We conducted a retrospective, single-center
and cross-sectional study. We included all non-indolent MCL patients who underwent immuno-
chemotherapy. MDV was quantified by CD34 analysis and angiogenesis was determined by
HIF-x and VEGF markers. We took into account demographic, clinical, laboratory, prognostic
indexes, treatment and response to treatment variables. Cox's proportional hazards model was
adjusted to data to describe variables and time until death relationship. Variables selection for
multiple Cox regression analysis model was considered from simple Cox model results.
RESULTS: From 2006 to 2014, we analyzed 63 patients. The majority were male (68.3%) and
Ann Arbor stage IV (81%) and they were 64 years old median age with median MIPI= 5.7 and
MIPI-b= 6.2. High dose cytarabine was used in 44.4% of patients and 36.5% underwent
TACTH. Median follow-up was 72.34 months and median overall OS was 93.91 months. Of
63 patients, 34 had samples for MDV analysis. The mean and median MDV was 14.88 and 3.5
vessels / mm?, respectively and 64.71% of patients had VEGF and HIF-« >10%. In univariate
analysis, no angiogenesis parameter showed statistical significance. Age, hemoglobin, albumin,
leukocytes, lymphocytes, platelets, MIPI and Ki-67 values were statistically significant for
overall survival. In multivariate analysis, age, albumin concentration and platelet count were
statistically significant, allowing the establishment of a predictive model. Patients over 70 years
old had more than 8 times increased death-risk (HR = 8.025; p = 0.0101) in relation to those
with less than or equal to 70 years old. For each albumin unit increment a reduction of 79.9%
(HR =0.201; p-value = 0.005) is expected in death-risk while patients with platelet count above

146 x 10°/1 had a 78% reduction in death-risk in relation to those with platelet count equal to or



less than this value (HR = 0.231; p-value = 0.003). CONCLUSION: Angiogenesis has not
been shown to have death predictive value. Diferent parameters from those commonly used are
associated with higher death-risk. Such findings should be validated in a broader cohort of

patients.

Keywords: Angiogenesis Inhibitors. Prognosis. Lymphoma, Mantle-Cell.

Immunohistochemistry
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1 INTRODUCAO

1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Historia e Epidemiologia

Historicamente, a primeira descricdo de uma entidade semelhante ao Linfoma de
Células do Manto foi realizada por Rappaport et al. em 1956 !'. Posteriormente, pela
Classificagao Kiel, o Linfoma de Células do Manto pode ser comparado ao que entdo foi
denominado Linfoma Centrocitico 2. Em 1992 foi aceito pela classificagio REAL (“Revised
European American Classification for Lymphoma”) e em 2001 pela classificagdo da OMS
(Organizagdo Mundial da Satide) como um subtipo de Linfoma ndo Hodgkin de células B
(LNH-B). Desde entio passou a ser denominado de Linfoma de Células do Manto 234,

O Linfoma de Células do Manto (LCM) corresponde de 3 a 10% de todos os Linfomas
nao Hodgkin. Tem incidéncia anual de 0,51-0,55/100.000 pessoas, de acordo com os dados do
registro nacional dos Estados Unidos no periodo de 1990 a 2000. Dados semelhantes sdo
observados na populagdo da Europa no inicio do século XXI que mostra uma incidéncia
aproximada de 0,45/100.000 pessoas ao ano **. E uma neoplasia tipicamente de individuos com
idade superior a 60 anos e preferencialmente do sexo masculino. Dados norte americanos e
europeus demonstram uma prevaléncia de 2,3 a 2,5 homens para cada mulher acometida, com
uma mediana de idade ao diagnostico de 60 a 65 anos *>*. Nos Estados Unidos, entre os anos de

1992 a 2004, a média de idade ao diagnostico no sexo masculino era de 67 anos e de 70 anos

no sexo feminino 78,

1.1.2 Etiologia e Patogénese
1.1.2.1 Etiologia

Agentes infecciosos ou inflamatorios, doencas associadas, exposicdo ambiental a
radiagdo, toxinas, medicamentos, alcool ou drogas ndo apresentam ter clara relagdo com a
patogénese do LCM. Entretanto, individuos com histéria familiar de neoplasia hematolédgica
apresentam risco duas vezes maior de desenvolver LCM se comparado com a populacdo em
geral. Essa relacdo familiar parece estar associada a suscetibilidade genética para o
desenvolvimento de linfoma nos individuos de uma mesma familia ou a exposi¢do ambiental

desses individuos a fatores ainda pouco estudados *.



1.1.2.2 Patogénese

A patogénese do LCM ¢ marcada por diversas alteragdes genéticas. Sao observados
ganhos, perdas e amplificagdes de regides cromossomicas que contém genes envolvidos tanto
na regulacdo do ciclo celular como nas vias de reparo do DNA e apoptose celular °.

A alteragdo genética primdria € a translocacdo entre o gene responsavel pela sintese da
cadeia pesada da imunoglobulina (IGH@) localizado no cromossoma 14 e o gene responsavel
pela sintese da proteina da ciclinaD1 (CCND1), localizado no cromossoma 11. Esta proteina ¢
responsavel pela transi¢ao natural da fase G1 do ciclo celular para a fase S. Deste modo, a t
(11;14) (q13; q32) resulta em superexpressao da proteina ciclinaD1 o que acelera o ciclo celular
e promove proliferacio celular descontrolada *!°.

No processo natural de mitose, para exercer sua agao a ciclinaD1 se une as proteinas
CDK4/6 (Quinases 4 e 6 dependentes de ciclina) na fase G1. Normalmente, o complexo
formado ciclinaD1-CDK4/6 tem sua concentracdo progressivamente aumentada até que
ultrapasse os efeitos inibitorios de inumeras proteinas e cofatores intracelulares. E desta
maneira que ha a passagem da fase G1 para a fase S, tem inicio a sintese de DNA e desenvolve-
se o ciclo celular. No entanto, por vezes, ha necessidade deste ciclo ser pausado. Dentre as
proteinas e cofatores inibitorios intracelulares estao os produzidos pelo gene supressor tumoral
CDKN2A: pl6, p23 e p27. Estas proteinas possuem o papel de se ligar ao complexo CCNDI1-
CDK4/6 e inativa-lo para que a célula nfio inicie processo de divisdo '>!!. Por conseguinte, é o
balango entre as concentragdes intracelulares de fatores estimuladores: complexo CCND1-
CDK4/6 - e inibidores: pl6, p23 e p27 - que mantém a proliferagdo celular adequada e
equilibrada.

Todavia, uma vez que ocorre t (11;14) (q13; q32) e consequente superexpressao da
proteina ciclinaD1, os efeitos inibitorios produzidos pelas proteinas pl6, p23 e p27 sdo
suplantados. Esta situacdo gera um desequilibrio que resulta no estimulo anormal & passagem
da fase G1 para a fase S do ciclo celular com consequente aumento da prolifera¢io celular ',
Somam-se a isto as delegdes observadas em locus do gene CDKN2A resultando em redugdo da
transcri¢do destas mesmas proteinas p16, p23 e p27 e maior perda de controle regulatdrio sobre
o complexo CCND1-CDK4/6 o que aumenta ainda mais o descontrole da proliferacdo celular
10/ Além disso, pode ocorrer ainda a delecio do gene CDKN2A o que também determina efeitos
sobre importantes supressores tumorais, tais como a via ARF/MDM2/TP53 !2,

O gene TP53 que ¢ um dos mais conhecidos “freios moleculares” e atua através de seu
fator de transcri¢do: p53. Normalmente, este gene encontra-se inativo no nucleo da célula unido

ao gene MDM2 formando o complexo estavel MDM2/TP53. No entanto, na presenca de dano



ao material genético, enzimas separam o gene MDM2 do gene TP53 aumentando sua
concentragdo o que estimula as vias inibidoras das CDK e determina parada do ciclo em G1
para reparo do DNA. Caso esse reparo por alguma razao nao ocorra o gene TP53, através de
seu fator de transcrigdo, p53, induzird apoptose da célula alterada . Contudo, para que este
mecanismo ocorra € necessario que pS3 permaneca estavel e ativo. Para tanto, o p53 liga-se ao
ARF e essa ligagdo estabiliza p53 impedindo sua degradacdo. Todavia, a delecdo do CDKN2A,
observada principalmente nas variantes mais agressivas do LCM, determina reducdo do ARF
com consequente instabilidade do p53 facilitando sua degradacdo, reduzindo sua meia-vida e
diminuindo seus efeitos antineoplasicos >34, Além disso, muta¢des com inativagdo direta do
gene TP53 e, alternativamente, inativagdo do p53 por delecdo dos genes ARF ou amplificagdo
do MDM2'? também sdo descritas (Figura 1)

Outros genes que tém como alvo final a proteina p53 merecem destaque no processo de
transformagao neoplasica do LCM. Entre eles estdo o gene ATM que sofre delegdes e mutagdes.
O gene ATM ¢ importante regulador de instabilidade cromossdmica, assim como 0s genes
CHKI1 e CHK2 (“Checkpoint kinase™ 1 ¢ 2). Em condig¢des normais estes genes sdo ativados
quando ocorrem danos ao DNA. Eles codificam quinases que atuam sobre a proteina p53 e a
fosfatase CDC25 determinando parada do ciclo celular em G1/S e G2/M gracas a bloqueio da
sintese de DNA e da mitose nas células comprometidas '>!°. No entanto, com a proteina p53
inativada este mecanismo , que possibilitaria correcdo de danos ao DNA, torna-se deficiente

(Figural).



Fonte: Modificado de Pérez-Galan et al. %

Figura 1 — A superexpressdo da proteina ciclinaD1 est4 no centro da patogénese do LCM. Uma
vez que ocorre t (11;14) (q13; q32) e superexpressdo da proteina CiclinaD1, esta vai ao niicleo, combina-se com
CDK4/6 vencendo os efeitos inibitorios produzidos pelas proteinas pl6, p23 e p27e¢ o complexo promove
passagem de fase G1 para fase S. Somam-se as dele¢des no locus do gene CDKN2A com redugao da transcrigdo
das proteinas p16, p23 e p27 o que aumenta ainda mais o descontrole da proliferagdo celular !°. Além disso, pode
ocorrer ainda a delegdo do gene CDKN2A o que também determina efeitos sobre importantes supressores

tumorais, tais como a via ARF/MDM2/TP53. Outros genes que t€ém como alvo final a proteina p53 - entre eles
estdo o gene ATM e os genes CHK 1 e 2 sofrem mutagdes e inibem a reparagdo ao DNA danificado. Assim, varios

componentes da maquinaria do controle do ciclo celular alteram-se no LCM. Em azul estdo moléculas inativadas

ou com acdo reduzida; Em Vermelho estdo moléculas ativadas ou superexpressas

Além de alteragdes na proliferagdo celular e no reparo do DNA, mecanismos de
sinalizagao celular e apoptose também se encontram alterados no LCM. Neste contexto, tém
sido descritos 0 aumento na expressao do fator antiapoptotico BCL-2 e a delecdo do gene pro-
apoptotico BCL2L11 culminando no aumento da sobrevida da célula neoplasica '2. Além disso,
também ¢ descrito inativacdo de reguladores da via NF-kf que exerce importante papel na

proliferacio, diferenciagio e manutencdo do linfocito B >! (Figura 2).
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Fonte: Modificado de Pérez-Galéan et al. 2
Figura 2 - Consequéncias do dano ao DNA no Linfoma de Células do Manto

Uma vez ocorrendo dano ao DNA, o complexo TP53/MDM2 e ARF ¢ ativado e a progressao do ciclo celular é
inibido para reparo ao DNA ou apoptose. MDM2, que tem como alvo p53 ¢ degradado por ARF que também leva
a parada do ciclo celular. No LCM varias destas etapas estdo alteradas de modo que o reparo ao DNA nio ocorre

e o ciclo celular continua. Em vermelho: moléculas inibidas ou inativas. Em azul: moléculas estimuladas ou

superexpressas.

Todavia, apesar de ser considerado o marco genético na patogénese do LCM, a
superexpressao da proteina ciclinaD1 pode ndo estar presente em todos os casos. Pacientes com
diagnostico de linfoma que apresentam caracteristicas morfologicas, imunofenotipicas e
genéticas semelhantes a0 LCM, porém sem expressdo de ciclinaD1, foram descritos !’. Analises
genéticas demonstraram que essas variantes podem corresponder em até 10% dos casos e
possuem translocagdes cromossomicas dos genes que codificam as ciclinasD2 e D3 com os
genes das cadeias pesada e leve das imunoglobulinas. Como consequéncia, ocorre
superexpressdo das proteinas ciclinasD2 ¢ D3 que assumem os efeitos oncogénicos antes
relacionados apenas a ciclinaD1!7!%!°, Esses achados tornam o diagnostico e a caracterizagio
do LCM restrito ndo apenas a expressao aumentada de ciclinaD1.

Nesse contexto tém sido descritos outros importantes marcadores bioldgicos no
processo de oncogénese e progressao tumoral. Dentre eles destaca-se o SOX-11. O fator de

transcricdo SOX-11 esta presente em 90-95% dos casos de LCM independente da positividade



da ciclinaD12%2!

. Seus efeitos na patogénese do LCM estdo ligados aos mecanismos de
proliferacio celular, diferenciacdo dos linfécitos B, apoptose e angiogénese 2!. Um dos alvos
mais importantes do SOX-11 na ontogenia linfocitaria ¢ o PAX-5, um fator regulador da
diferenciac¢do dos linfocitos B em plasmdcitos maduros. Contudo, o estimulo a expressao de
PAX-5 torna o linfocito pouco responsivo aos sinais de diferenciacdo o que bloqueia seu
processo de maturagdo e culmina na formagio de células neoplasicas 22°. Além disso, 0 SOX-
11 também se relaciona a efeitos pro-angiogénicos. A angiogénese que ocorre nesse cenario
deve-se ao estimulo da secre¢do de fatores soltveis, principalmente o PDGFA (“platelet
derived growth factor A”), que resulta na proliferagdo de células endoteliais, migragdo de
células para os sitios envolvidos e neoformacdo de vasos determinando aumento da
microdensidade vascular (MDV) local. O aumento desregulado do suprimento sanguineo
promove crescimento tumoral e progressdo da doenga?>?*,

Deste modo, esse conjunto complexo de alteragdes genéticas, fatores de transcri¢do e
biomarcadores celulares que estimulam a proliferacdo celular, impedem a reparacdo de DNA,

inibem a apoptose celular € aumentam a angiogénese do microambiente tumoral determinarao

a evolucdo citologica, histologica e apresentacdo clinica e bioldgica do LCM (Figura 3).
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Figura 3 - Modelo histolégico, genético e molecular da patogénese de Linfoma de Células do

Manto.

1.1.3 Histologia e Citologia

O LCM ¢ definido como uma das neoplasias de células B maduras periféricas. E
caracterizada pela proliferacdo monomorfica de linfécitos de tamanho pequeno a médio que
apresentam contorno nuclear irregular e nucléolos inconspicuos. Essas células neoplésicas
circundam os centros germinativos reativos dos foliculos linfoides e passam a proliferar,
substituindo a zona do manto do tecido linfoide normal por um tecido com aspecto vagamente
nodular ou difuso ou, mais raramente, folicular. Assim, sdo reconhecidas quatro variantes
histologicas do LCM: a variante “pequenas células”, a variante “tipo-zona marginal” e as
formas mais agressivas - variantes blastoide e pleomorfica. Essas duas ultimas associadas a um
pior prognéstico’.

Por se tratar de neoplasia linfoide de células B, a imunofenotipagem e a imuno-
histoquimica demonstram positividade para os antigenos CD19, CD20 e CD22, mas mostra-se,
em geral, negativa para CD23. O antigeno CD5 também se mostra positivo apesar de ser

marcador de linfécitos de linhagem T (Figura 4).



Figura 4 — Histologia do Linfoma de células do manto. A neoplasia costuma apresentar um padrio

difuso de crescimento — Hematoxilina — eosina (A). O imunofenoétipo classico € demonstrado pela expressdo CD20

(B); CDS (C) e CiclinaD1(D). Foto cedida pelo Departamento de Patologia do A.C.Camargo Cancer Center

Além disso, na maioria das vezes essas células apresentam expressdo de marcadores
encontrados em células B “naive”, tais como IgM/IgD de superficie, auséncia de hipermutagéo
somatica do gene da cadeia pesada da imunoglobulina (IGVH) e auséncia de expressao de
marcadores de linfocitos originarios no centro germinativo como antigenos CD10 e BCL6'°.
Essas observagdes definem que, na maioria das vezes, a células do LCM deriva de linfocitos B
cuja origem é anterior a passagem pelo centro germinativo?’. Contudo, em niimero menor de
casos as cé€lulas mostram hipermutacdo somatica do gene da IGVH, demonstrando serem
células B que ja passaram pelo centro germinativo®. Esses dados propdem a presenca de duas
formas de apresentagdo bioldgica que levara a diferentes repercussdes clinicas®>-°.

Assim, a forma de apresentagdo cldssica, mais comum, presente em cerca de 80% dos
casos ¢ denominada LCM classica, corresponde as células B maduras que ndo tiveram contato
com o centro germinativo do foliculo linfoide e carregam pouca ou nenhuma mutagdo somatica
do gene da cadeia pesada da imunoglobulina (IGHV)?. Essas células tendem a expressar SOX-
11 e ser geneticamente mais instaveis pois acumulam altera¢des em genes reguladores do ciclo

celular, de vias de reparo do DNA e de mecanismos de sobrevivéncia celular. Clinicamente

assumem um comportamento clinico mais agressivo®’



A outra forma de apresentagdo do LCM, presente em carca de 20% dos casos, ¢
caracterizada por células que ja tiveram contato com o centro germinativo e, por isso,
apresentam hipermutacdo somadtica do gene IGHV. Geneticamente demonstram maior

123, Clinicamente,

estabilidade e baixa positividade ou negatividade para expressdao de SOX-1
estes pacientes possuem uma tendéncia a apresentagdo leucémica, comprometimento esplénico
mais frequente que nodal e evolugio mais lenta. Estes casos sio denominados LCM indolente?.
Entretanto, com o tempo, alteracdes em genes como o TP53 podem ocorrer tornando-a mais
agressiva 22,

Fenotipos aberrantes como expressao negativa para CDS5, ou expressdes positivas para
CD10 e/ou BCL6, ou até mais de uma alteracdo presente, podem ser encontrados mais comu-
mente nas variantes blastoide e pleomorfica causando dificuldade no diagndstico
principalmente se as caracteristicas morfologicas ndo forem cléssicas e o tamanho da bidpsia
for pequeno®>*®. No entanto, o significado clinico dos imunofenétipos variantes e a relacio
destes sobre o comportamento biolégico ainda é incerto®®?. Desta forma, a maior relevancia
ainda reside no diagnoéstico diferencial com outros tipos de linfoma de células B, tais como
Linfoma Folicular, Leucemia Linfocitica Cronica/ Linfoma de Pequenos Linfocitos ou ainda
Linfoma da Esplénico da Zona Marginal®.

Por conseguinte, torna-se importante reconhecer tanto a variabilidade do fenétipo do
LCM para definicdo diagnodstica como as variantes classica ou indolente para apresentacao

clinica. Estes dados sdo fundamentais para melhor conducdo terapéutica e conhecimento de

fatores prognosticos.

1.1.4 Caracteristicas Clinicas e Fatores Prognosticos

Clinicamente, os portadores do LCM classico, isto €, ndo indolente , apresentam-se
com linfonodomegalia generalizada e, em aproximadamente 70% dos casos, em estadio
avancado ao diagnostico®. O comprometimento extranodal esta presente em cerca de 90% dos
casos sendo a medula 6ssea e o trato gastrintestinal os principais locais acometidos, seguidos
do baco e figado!%*!, Na forma classica a detec¢iio de disseminacdo em sangue periférico pode

ser observada de modo mais frequente a depender do método diagnéstico utilizado'°

porém, a
apresentacao leucémica evidente ocorre em 20% a 30% dos casos ¢ estes pacientes tendem a
apresentar um comportamento clinico mais agressivo com prognostico reservado quando

131 Também associados a variante blastoide estio o

associado a forma blastoide
comprometimento cutineo! e do sistema nervoso central (SNC) que ocorre em cerca de 4% a

25% dos pacientes e que confere sobrevida mediana de apenas 3,7 meses apds o
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diagnostico®>*

. Além do quadro clinico caracterizado por estddio avancado e frequente
comprometimento extranodal, a maioria dos pacientes com LCM cléssico também apresenta
recidivas frequentes, refratariedade precoce a quimioterapia e sobrevida sem tratamento
inferior a 6 meses.

Em oposicao a esta agressividade, em aproximadamente 10-20% dos casos, os pacientes
que apresentam a forma indolente do LCM podem permanecer assintomaticos por longo tempo
e ter sobrevida mediana maior que 10 anos sem qualquer intervengao terapéutica em alguns
casos?*3, Esse subgrupo de pacientes se caracteriza por comprometimento frequente da medula
Ossea, tendéncia a leucemizacdo com leucocitose moderada, valores menores de desidrogenase
latica (DHL), melhor ““performance status” menor taxa de proliferagdo celular além de
biologicamente demonstrarem expressao de ciclinaD1, mas auséncia de expressao de SOX-
11%°,

Uma vez que se observou heterogeneidade no comportamento clinico do LCM, a busca
por definir fatores prognosticos que expressassem a evolugdo da doenga e auxiliassem na
escolha da melhor conduta terapéutica sempre esteve presente.

O primeiro indice utilizado na estratificagdo de risco dos pacientes com LCM foi o IPI

(“International Prognostic Index’”) (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas que definem o indice Prognostico Internacional

Caracteristicas pré-tratamento Fatores de Bom Prognéstico | Fatores de Mau Prognoéstico
Idade < 60 anos > 60 anos
Estadio Ann Arbor Doenga localizada (I ou II) Doenga avangada (111 ou IV)
Numero de areas extranodais <1 > 1
“Performance status” (ECOG)* <1 > 1
DHL sérica Normal Elevada

ECOG: indice de “performance status” criado pela “Eastern Cooperative Oncology Group” (ver em Anexos 4)

Entretanto, desenvolvido inicialmente para pacientes com linfomas agressivos,
sobretudo portadores de Linfoma Difuso de Grandes Células B*®, o IPI mostrou baixa
sensibilidade para os linfomas de comportamento indolente e limitagdes na avaliagdo de
prognostico dos pacientes com LCM o que demonstrou a necessidade da criacdo de um indice
mais especifico para esse linfoma®”*. Nesse sentido, foram reunidos dados de 455 pacientes
com diagnostico de LCM com doenga avangada (Ann Arbor III a IV) no periodo de maio de

1996 a outubro de 2004 e avaliados pardmetros associados a sobrevida aplicando o IPI e o
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FLIPI (“Follicular Lymphoma International Prognostic Index’). Deste processo, resultou na
criagdo do MIPI (“Mantle Cell International Prognostic Index”) - indice progndstico especifico
para os pacientes com LCM. O MIPI tem como fatores progndsticos independentes: idade,
“performance status” do paciente de acordo com ECOG (“Eastern Cooperative Oncology
Group”), niimero de leucdcitos e concentracdo sérica de desidrogenase lactica (DHL) ao

diagnostico™®. O célculo de MIPI ¢ feito de acordo com a seguinte formula:

[0.03535 x idade (anos)] + 0.6978 (se ECOG > 1) + [1.367 x logio(DHL/VSN*)] + [0.9393 x

log10(leucodcitos/uL sangue)]

* VSN= Valor superior da faixa de normalidade para concentracao de DHL

Com estes dados reunidos o0 MIPI mostrou ser capaz de estratificar os riscos de recidiva
e morte possibilitando padroniza¢do e melhor comparacdo do progndstico destes pacientes®®.
De acordo com esse escore, os pacientes sdo classificados em 3 grupos: alto risco (valor > 6,2),
risco intermediario (valor entre 5,7 e 6,2) e baixo risco (valor <5,7) com sobrevida global média
de 1,4 anos; 3,8 anos e 6,3 anos respectivamente para cada subgrupo®®**#’. Devido a
complexidade de seu célculo, um escore simplificado foi desenvolvido: o MIPI simplificado
(MIPIs). O MIPIs também divide os pacientes em 3 grupos de acordo com um sistema de
pontuagdo: baixo risco (score 0-3), risco intermediario (4 ou 5), alto risco (6-11) resguardando
boa correlacdo com o MIPI e com as curvas de sobrevida validadas junto ao escore original
(Tabela 2)*3%40,

Paralelamente, a avaliagdo da atividade de proliferacdo celular medida indiretamente
através do indice mitdtico ou, mais frequentemente, do marcador imuno-histoquimico Ki-67,
passou a representar um elemento independente no progndstico destes pacientes*'#2. A
incorporacao do Ki-67 ao MIPI resultou no MIPI biologico (MIPI-b) que despontou como o
melhor escore preditor de sobrevida dos pacientes ao diagndstico’’. De acordo com estes
indices a maioria dos pacientes apresenta prognostico desfavoravel, com sobrevida média em
torno de 3-5 anos®!. No entanto, nem o uso de MIPI ou MIPI-b e seus correlatos simplificados

auxiliam na definicdo da melhor escolha de tratamento.
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Tabela 2 - Caracteristicas que definem o indice Prognoéstico Internacional para Linfoma do
Manto simplificado

Idade(anos) Performance DHL/Valor Numero de Leucécitos (10°1) | Pontos
Status Superior da
(ECOG) Normalidade
<50 0-1 < 0,67 <6,7 0
51a59 0,68-0,99 6,7-9,9 1
60-69 2-4 1,00-1,49 10,0 - 14,9 2
=70 > 1,50 > 15,0 3

Mais recentemente, ressalta-se a importancia da pesquisa de doenga residual minima
(DRM). Contudo, a DRM s6 pode ser utilizada ap6s o inicio do tratamento e, por conseguinte,
também ndo auxilia na sua definicdo. Além disso, ndo apresenta aplicagdo rotineira na pratica
clinica e ndo mostra padroniza¢io quanto ao seu método*’. Deste modo, a tendéncia atual é
utilizar a DRM apenas em pesquisas clinicas e, futuramente, para ajuste de dose de
quimioterapia e possivel associagio de quimioterapicos®>*,

Deste modo, ha premente necessidade de novos parametros e fatores de risco para o
prognostico dos pacientes com LCM uma vez que os mais frequentemente utilizados
originaram-se ha cerca de 20 anos quando as opg¢des de tratamento eram diferentes das
atualmente utilizadas as quais se caracterizam por serem mais agressivas e/ou com alvos

moleculares mais especificos '3,

1.1.5 Tratamento

A escolha da melhor estratégia terapéutica baseia-se, atualmente, no estadiamento da
doenca, na avaliagdo da idade do paciente, em sua “performance status” e em suas
comorbidades.

Com relagdo ao estadiamento, apenas 10-20% dos pacientes possuem comprometimento
de apenas 1 a 3 cadeias linfonodais vizinhas ao diagnostico e sdo entdo considerados como

31,44

portadores de doenga localizada. Nestes casos a radioterapia tem papel destacado”** com uso

da técnica de campo envolvido como agente isolado ou em associagdo a quimioterapia cujas
respostas tornou-a op¢io de tratamento para pacientes com doenca localizada*>#6:47,

Por outro lado, 80 a 90% dos pacientes apresentam doenga disseminada ao diagnostico
e os estudos tém dado énfase a escolha da melhor terapia de primeira linha para aumento da

sobrevida global (SG) destes pacientes. Para tanto, ha 3 elementos que se mostraram eficientes:

uso de anticorpo monoclonal anti-CD20; uso de citarabina em dose igual ou superior a 1g/m? e
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a utilizacdo da infusdo de células-tronco hematopoiéticas apds quimioterapia em altas doses
(TACTH) posterior a 1* remissdo*’. Todavia, como o uso do TACTH ¢é dependente de
“performance status “e da idade do paciente, deve-se levar em conta 2 situagdes para definir o
melhor tratamento para doenga disseminada: pacientes elegiveis a TACTH e pacientes ndo
elegiveis a TACTH.

A incorporacdo do TACTH deveu-se a avaliacdo de pacientes elegiveis que
responderam ao esquema CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona) e
irradiagdo corporal total seguido de comparagdo entre TACTH ou uso de alfa-interferon. O
grupo do TACTH apresentou aumento da sobrevida livre de progressdo e aumento de sobrevida
livre de progressdo (SLP) quando comparado ao segundo (SLP 39 versus 19 meses,
P=0,011)**. Estudos subsequentes mostraram que a incorporagio de citarabina em dose igual
ou superior a 1g/m? e rituximabe ao esquema de indugdo antes do TACTH, proporcionava
aumento da taxa de resposta completa e tempo livre de progressio®®>!>2. O Grupo Europeu de
LCM (European MCL Network) em um estudo fase III confirmou que a indugdo com 3 ciclos
de R-CHOP (rituximabe associado a ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona)
alternado com 3 ciclos de R-DHAP (rituximabe associado a dexametasona ,citarabina em dose
elevada e cisplatina) seguido por dose elevada de citarabina e TACTH apresentou incremento
no tempo para o proximo tratamento (88 meses versus 46 meses, p=0,038) e sobrevida global
(83 meses, p=0,045) em comparagdo com a indugdo apenas com R-CHOP seguido de
consolidagdo com TACTH e com niimero semelhante de mortes relacionadas ao tratamento™.
Um esquema semelhante — Esquema Nordico MCL2 - que alternou R-CHOP com dose
intensificada (Maxi-CHOP) com citarabina em dose elevada associada ao rituximabe seguido
de TACTH mostrou maior tempo de remissao com beneficios principalmente para subgrupos
MIPI de risco baixo e intermediario’>°. Além disso, mostrou -se que o impacto do uso de
citarabina no tempo para o proximo tratamento estaria relacionado a qualidade da remissao
molecular que apresentou aumento de 32 para 73% ap6s a inducdo®. Assim, para o paciente
com idade inferior a 65 anos e com boa “performance status” o tratamento atual de escolha
envolve esquemas quimioterapicos com citarabina em altas doses e rituximabe seguido de
consolida¢ao com TACTH ainda em primeira remissao.

Para os pacientes nao elegiveis a TACTH mas com boas condig¢des clinicas, o uso de
rituximabe associado a ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona (R-CHOP); ou
a fludarabina e ciclofosfamida (R-FC); a bendamustina (R-Benda) ou ainda a bendamustina e

citarabina em dose intermediaria ( 500mg/m?) (R-BAC) sio opgdes para terapia inicial 76! |
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Por fim, para o subgrupo de pacientes ndo candidatos a TACTH e considerados
clinicamente frageis, portadores de comorbidades ou condicdo clinica proibitiva para
quimioterapias mais intensivas, sao utilizados esquemas alternativos com rituximabe isolado ;
rituximabe associado a ciclofosfamida, vincristina e prednisolona (R-CVP); ou ainda uso
isolado de clorambucil, cladribina ou talidomida%>%3.

Se hé pouco consenso nos casos de primeira linha, para os casos de recidiva ndo ha
qualquer terapia padronizada. No entanto, sabe-se que a qualidade e a duracdo da remissao
serdo inferiores aquelas apresentadas apds terapia inicial e assim, para pacientes mais jovens,
geralmente utiliza-se imunoquimioterapia para reindu¢do de remissao seguida de consolidacdo
com transplante alogénico .

A dificuldade para outras op¢des de tratamento somado a agressividade do LCM
demonstrado nos baixos indices de sobrevida global e altos indices de mortalidade, estimularam
o surgimento de estudos para uso de novas drogas no intuito de compor esquemas
quimioterapicos mais eficazes com melhores taxas de resposta e maior tempo de duracio da
remissdo. Nesse sentido, hd grande variedade de agentes que assumiram algum papel no
tratamento do LCM refletindo a complexidade das alteragcdes genéticas envolvidas. Assim,
diversas enzimas de sinalizacdo molecular que fazem parte da via NF-kf tais como PI3K-AKT,
mTOR e da BTK despontaram recentemente como importantes alvos terapéuticos®*. Estudos
feitos em grupos de pacientes recidivados/refratarios resultaram na libera¢do de novas drogas
para uso em LCM nos EUA: bortezomibe®® (Velcade®), temsirolimo®’ (Torisel®),
lenalidomida®® (Revlimid®) e ibrutinibe®® (Imbruvica®).

Destas medicagdes, a lenalidomida atua ndo apenas sobre a célula neopldsica, mas
também sobre o microambiente tumoral. Através de efeitos imunomoduladores, a lenalidomida
atua dificultando a interagdo entre as cé¢lulas neoplasicas e o estroma tecidual além de também
inibir a angiogénese. Deste modo, atuando de modo isolado, a lenalidomida ¢ o exemplo de que
a interferéncia na viabilidade microambiente tumoral passa a ter cada vez mais importancia
como opg¢do futura para tratamento de neoplasias linfoides. Para tanto, o entendimento da
capacidade de geracdo de vasos - angiogénese - para a viabilidade do tecido tumoral ¢

fundamental.

1.1.6 Angiogénese em Oncologia
A angiogénese ocorre em vdrias situagdes fisioldogicas como no desenvolvimento
embrionario, no desenvolvimento do 6rgdo genital feminino e no processo de cicatrizagdo. Ela

se d4 em etapas: inicialmente ocorre a destrui¢do da membrana basal por enzimas proteoliticas



15

secretadas por células endoteliais; em seguida, estas células endoteliais estimulam a migragao
e proliferacao de novas células endoteliais; apds, observam-se canalizagdo e formagao de alcas
vasculares formando uma nova rede vascular e, finalmente, sintese de nova membrana basal.
Estes novos vasos desenvolvem-se, entdo, gracas a uma menor adesdo entre as células
endoteliais que permitem a participagdo de novas células no processo. Todo esta sequéncia do
processo fisiologico depende de um equilibrio entre agentes moduladores estimulantes e
inibidores da angiogénese 77!,

Estes mesmos passos serdo seguidos quando a angiogénese ocorre em situagdes
patologicas como no desenvolvimento de neoplasias, porém sob forma descontrolada e
ilimitada. Os primeiros conhecimentos a respeito da angiogénese nas neoplasias ocorreram nos
carcinomas. Como estes representam cerca de 80% das neoplasias tenta-se adaptar, reproduzir
e estudar a angiogénese a partir destes conhecimentos.

Com estes estudos compreendemos que células normais integrantes do tecido
neoplasico sdo fundamentais para o entendimento da biologia tumoral 7?>Estas células,
denominadas células do estroma neoplédsico, sdo fibroblastos, miofibroblastos, células
endoteliais, adipocitos, macrdofagos, linfocitos B, T e NK e mastdcitos — todos membros da
linhagem mesenquimal e do tecido imunoldgico e hematopoiético’>”. Isto significa que os
tecidos neoplédsicos ndo sdo formados apenas células neoplasicas, mas que ha troca de
informacodes entre as células neoplésicas e sua célula vizinha, dita estromal ndo neoplasica, ou
seja, existe um controle da presenca, proliferacao e recrutamento das células estromais por parte
das células neoplasicas e vice-versa. Por conseguinte, tanto em tecidos normais como
neoplésicos a angiogénese depende de interacdes intercelulares, de fatores estimuladores e
inibidores de proliferacio celular, de sobrevivéncia celular e apoptose’>’. Assim, tanto células
estromais normais como células neoplasicas exercem papéis em todos os estdgios de
desenvolvimento do tecido neoplasico através de fatores de crescimento, citoquinas e
quimoquinas 7>7>™, Este cenério favorece o recrutamento de células endoteliais e inicia o
processo de formagao de vasos sanguineos - a angiogénese.

Nao hé crescimento tumoral sem angiogénese. Sem as células endoteliais que se
alinham para a formagao das paredes dos capilares e de vasos sanguineos ndo ha suprimento de
nutrientes e, principalmente, oxigénio adequados. Desde a década de 50 sabe-se que tecidos
neoplasicos com distancia superior a 0,2mm de vasos sanguineos nao se desenvolvem. Esta
distancia representa o percurso para difusdo de oxigénio em tecidos vivos. Células para além
desta distancia sofrem pela falta de nutrientes, excesso de diéxido de carbono, aumento de acido

lactico, mas sobretudo, caréncia de oxigénio com consequente necrose. Esta barreira se rompe
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a partir do momento em que a célula tumoral se torna capaz de produzir vasos. E o que se
denomina “switch angiogénico” - marca da transi¢do de uma fase avascular para uma fase

vascular do tecido tumoral’* (Figura 5).
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Fonte: Modificado de: Weinberg’

Figura 5 - Medidas de 5 parametros indicativos das alteragdes que ocorrem com o aumento da

distancia entre células ¢ microvasos. Os pardmetros foram calculados de acordo com 2 arteriolas correndo

em paralelo separadas por 180 um.

Assim, ¢ principalmente a caréncia de oxigénio que estimula o recrutamento de células
endoteliais e o crescimento e formagao de vasos capilares. Para tanto, ganha destaque a proteina
Fator Induzido pela Hipoxia-1 (HIF-1). O HIF-1 é um fator de transcri¢ao cuja a¢do depende
da jun¢do 2 subunidades: HIF-1a. e HIF-1B. Sob condigdes de tensdo normal de oxigénio
(normoxia) ocorre rapida degradacdo de HIF-1a, de modo que a proteina HIF-1 permanece
inativa. No entanto, quando células se encontram sob condi¢des de hipdxia a degradagdo de

HIF-1a demora a ocorrer, sua concentracao intracelular aumenta, HIF-1 torna-se ativo e leva a
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expressio de vérios genes alvo cujos produtos se envolverdo na angiogénese >7°. Dos genes
envolvidos na angiogénese estdo os responsaveis pela produgdo do Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF), Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF) e Fator de
Crescimento e Transformagdo Alfa (TGF-a). Assim, VEGF atrai e estimula o crescimento de
células endoteliais que construirdo novos vasos enquanto PDGF e TGF-a estimulam células
nao endoteliais. Por conseguinte, a rede de capilares se arranja e se densifica a fim de tornar
qualquer nutriente acessivel a quaisquer células do tecido em formagdo. Este aumento de
densidade na microvasculatura €, pois, uma demonstracdo da capacidade das intera¢des no
microambiente tecidual cuja intensidade e importancia sdo ainda mais marcantes no tecido
tumoral que no tecido normal.

No tecido neoplésico, uma vez iniciada, a angiogénese passa a ser um processo continuo
que envolve uma série de substancias (VEGF, PDGF, TGF-a, Fator de Crescimento de
Fibroblastos Beta (FGF-f), interleucina -8 (IL-8), angiopoetina e angiogenina) produzidas e
liberadas de modo descoordenado e desproporcional.

Este cenario, embora confira aspecto pouco organizado da rede de capilares neoplasicos
quando comparado aqueles dos tecidos normais, ¢ condi¢do para o progresso da invasdo
tumoral no 6rgdo afetado. Isto pode ser demonstrado em tumores solidos onde observa-se
correlagdo entre concentragdo de VEGF, densidade microvascular (MDV) e progndstico. Para
mensuracdo da MDYV diferentes técnicas foram desenvolvidas. Pode-se estimar o grau de
angiogénese tecidual de modo que os microvasos podem ser observados através de imuno-
histoquimica com o uso dos marcadores, ou pode-se quantificar a MDV através da contagem
de microvasos por campo ou pelo célculo da porcentagem da area recoberta pelos microvasos
74, Estas técnicas permitiram mostrar que o processo angiogénico ndo ¢ homogeneamente
distribuido por todo o tecido neoplasico pois observa-se histologicamente a presenca de regides
hipervascularizadas, denominadas de “hot spots” enquanto em outras regides este processo ¢
pouco percebido. Assim, o uso da quantificagdo da MDYV e a contagem dos microvasos através
de “hot spots” demonstram que células neoplasicas em um mesmo tecido neoplasico ndo detém
a mesma capacidade de angiogénese >'*7¢77 do mesmo modo que tecidos neoplasicos

diferentes podem ter capacidade angiogénica distinta. (Figura 6)
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Tecido Normal Tecido Neoplasico

Fonte: Modificado de Weinberg 7

Figura 6- Duas fotos de microscopias em imagem de alta resolu¢do da organizagao detalhada

de microvasos em tecido normal x tecido neoplasico’®

Deste modo, a correlagdo entre MDYV e prognostico observada em alguns carcinomas
pode ser entendida de dois modos complementares: se por um lado a correlagdo existe porque
quanto mais densa for a rede de capilares maior serd a capacidade de fornecimento de nutrientes
para as células tumorais crescerem e se multiplicarem, por outro lado a MDYV elevada pode ser
um marcador indireto de um fendtipo ja, por si so, agressivo.

Além da interacao entre células de diferentes capacidades angiogénicas em um mesmo
tecido tumoral, para o entendimento da heterogeneidade do processo de angiogénese também
deve ser levado em conta a presenca fatores inibidores. Em um processo fisiologico, fatores
estimuladores de angiogénese como VEGF e FGF-f precisam ser contrabalanceados a partir do
momento em que a rede de capilares atinja a densidade necessaria. A supressdo destes
elementos pré-angiogénicos €, em parte, determinada pela supressao da sintese de HIF uma vez
que com a neoformacdo vascular as condi¢des de hipoxia desaparecem. Além disso, varios
outros componentes da matriz extracelular atuam inibindo a angiogénese — entre eles destaca-
se a Trombospondina -1 (Tsp-1) 72747677,

A Tsp-1 ¢ sintetizada e liberada por varias células no espago extracelular e se liga ao
receptor presente na membrana das células endoteliais denominado CD36. Esta interagcdo
suspende proliferacdo das células endoteliais. A sintese de Tsp-1 ¢ induzida pela presenca do
gene TP53 com finalidade de inibir proliferacdo celular e tecidual anémalos. No entanto,
mutagdo e perda de funcdo deste gene leva a diminui¢do na sintese € na concentracdo de Tsp-1

com consequente incapacidade no bloqueio da angiogénese o que ¢ ainda piorado quando da
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presenga do oncogene Ras, presente em carcinomas. Além da Tsp-1, fatores inibidores da
angiogenese como interferon o e [}, angiostatina e endostatina entre outros também
contrabalangcam o processo de formagdo vascular tanto em ambiente fisioldégico quanto
tumoral’®.

Deste modo, a angiogénese mostra-se um processo complexo, determinado por
interagdes entre células neoplasicas e células ndo neoplasicas do microambiente tumoral. Estas
interagdes acabam por determinar quando, onde e em que intensidade este processo ocorre.
Embora a quantificagcdo de MDYV e angiogénese, bem como a importancia do microambiente

estejam melhor consolidados em neoplasias solidas, a partir 1990 a importancias deste

microambiente foi evidenciado nos linfomas.

1.1.7 Angiogénese em Doencas Linfoproliferativas

Os linfomas reinem mais de 60 doengas diferentes classificadas de acordo com seus
aspectos clinicos, morfoldgicos, imunologicos e genéticos. A importancia da angiogénese nas
doengas linfoproliferativas tem sido estudada principalmente em relagcdo ao seu impacto no
prognostico’**0,

No linfonodo normal uma densa rede de capilares estd presente na regido cortical
enquanto nas regides centro-foliculares existe pouca vascularizagdo e este padrdo também ¢
observado nos linfonodos reacionais. No entanto, quando lidamos com linfomas, os
experimentos “in vitro” demostram a capacidade destas células induzirem maior proliferacdo
de células endoteliais sugerindo a produgio e liberacdo de substancia pro-angiogénica®®®!. Este
padrdo de resposta angiogénica também foi observado “in vivo”®2.Outrossim, ao se comparar o
que ocorre no linfonodo reacional com o que ocorre no linfoma, alguns autores mostraram nao
apenas que a MDYV dos linfonodos é maior no segundo, mas que sua magnitude poderia
correlacionar-se com agressividade clinica e tipo histologico®’. Por conseguinte, a presenca de
MDYV mostrou-se maior no Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGCB), agressivo, do que
no Linfoma Folicular, frequentemente indolente **.

Contudo, alguns autores discordaram deste quadro e sugeriram que a magnitude da
MDV ¢ semelhante entre o quadro reacional e o neoplasico® .Além de discordancias com
relagdo a magnitude da MDYV, também ndo se estabeleceram acordos entre MDV e o subtipo
histolégico ou a resposta ao tratamento € ao prognodstico®® .Deste modo, ha vérios dados
discrepantes pois, se por um lado a correlacdo entre MDV entre pacientes sensiveis e resistentes
a quimioterapia empregada nio foi obtido 8’ e a relagio entre VEGF e resposta ao tratamento

em LDGCB nio foi estabelecida ¥° por outro, um aumento da MDV antes do inicio do
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tratamento sugeriu melhor sobrevida livre de progressao e sobrevida global em pacientes com

%1 Além disso, pacientes com Linfoma Folicular com elevada MDV

Linfoma Folicular
apresentaram maior risco de progressio da doenga e de transformacdo para LDGCB %!

Esta incongruéncia de resultados pode dever-se ao fato de muitos estudos terem
agrupado populacdes heterogéneas com diferentes subtipos histologicos tornando pouco clara
a significancia clinica do aumento de MDV. Apesar disso, no LNH a concentracdo sérica
elevada de VEGF foi considerada fator progndstico de sobrevida em analise multivariada®®e
tanto em LNH- B quanto em LNH- T uma correlacdo negativa entre concentragdo sérica de
VEGF anterior ao inicio do tratamento e sobrevida global foi estabelecida®. Esta correlagio
também foi obtida em pacientes com Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGCB) tratados
com CHOP®*. Além da concentracio sérica, a expressdo tecidual elevada de VEGF também
tem apresentado correlagdo negativa em varios linfomas como LDGCB, Linfoma de Células T
Periféricas, Leucemia Linfocitica Cronica/Linfoma de Pequenos Linfocitos >%. Estes dados
estimularam o uso de anti-VEGF (bevacizumabe) em associagdo a R-CHOP a cada 14 dias para
tratamento de LDGCB. Embora os resultados “in vitro” fossem estimulantes, os resultados “in

vivo” foram desapontadores *° e sendo assim, ndo houve maior interesse na insisténcia deste

campo.
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2 JUSTIFICATIVA

Novos estudos a respeito da angiogénese sdo fundamentais.

Se, por um lado, a ruptura do microambiente tumoral j& mostrou ser alternativa viavel
para tratamento de neoplasias, uma vez que sua desagrega¢do pode auxiliar no tratamento
destes pacientes, a angiogénese que tem papel fundamental na estabilidade do microambiente
tumoral e na sobrevivéncia tumoral, precisa ser melhor entendida.

Por outro lado, no Brasil hd poucos estudos em LCM. Sua prevaléncia, seus aspectos
clinicos e laboratoriais sdo pouco conhecidos em nosso meio. Deste modo, acabamos por
empregar fatores prognoésticos estudados hé cerca de 20 anos, quando recursos de tratamento
atualmente empregados ndo eram disponiveis e que ndo foram moldados a nossa populagao.
Paralelamente, tratamentos mais intensivos que possibilitaram o aumento de sobrevida global
verificado nos pacientes de LCM acabaram por beneficiar predominantemente apenas uma
parcela destes pacientes. Pacientes ndo submetidos a TACTH, mais idosos e mais frageis tém
ainda poucas alternativas para tratamento.

Assim, tanto quanto os estudos em LCM no Brasil, sua avaliagdo no que tange a MDV
ainda permanece pouco explorada. Embora avaliagdes e quantificacdes de angiogénese ja
foram realizados em varios subtipos de LNH, estudos que avaliem somente a populacdo de

LCM apenas recentemente' %102

ganharam importancia na tentativa de correlacionar entre
prognostico, recidiva e refratariedade do LCM com o grau de angiogénese, porém os resultados
ainda permanecem controversos.

Assim, o acréscimo de conhecimento nesta area pode oferecer a possibilidade do uso de
medicacdes com efeito anti-angiogénico seja de modo isolado ou em associagdo as modalidades
terapéuticas ja empregadas. Este sinergismo pode resultar em maior nimero de opgdes de
tratamento e maior tempo de vida a portadores de uma doenga reconhecidamente agressiva e

sabidamente incuravel.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Correlacionar a microdensidade vascular com a sobrevida global em pacientes

portadores de Linfoma de Células do Manto

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar demografica e clinicamente os pacientes portadores de Linfoma de Células
do Manto tratados no A.C.Camargo Cancer Center;

Avaliar a densidade microvascular em casos de Linfoma de Células do Manto;
Identificar fatores prognosticos relacionados a sobrevida global;

Identificar modelo preditivo de mortalidade com fatores demograficos, clinicos e

imuno-histoquimicos em Linfoma de Células do Manto.
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4 METODOS

4.1 DESENHO DE ESTUDO

Este foi um estudo retrospectivo observacional conduzido pelo Departamento de
Anatomia Patolégica do A.C.Camargo Cancer Center

Este trabalho foi submetido & avaliagio do Comite de Etica e Pesquisa (CEP)e m seres
humanos da Fundag¢do Antonio Prudente do A.C.Camargo Cancer de Sao Paulo e foi obtida

aprovagao sob numero 2.245/16 datada de 03 de novembro de 2016. (Anexo 1)

4.2 ESTRATEGIA DE BUSCA DE PACIENTES

Os casos de Linfoma de Células do Manto foram selecionados a partir de banco de dados
pré-existente no A.C.Camargo Cancer Center em periodo correspondente a defini¢do de
diagnostico de janeiro de 2006 a dezembro de 2014. O diagnostico de Linfoma de Células do
Manto obedeceu a critérios histopatolégicos estabelecidos pela Classificagio da OMS *

Foram obtidos inicialmente 91 casos. Treze foram excluidos por terem sido
considerados clinicamente como Linfoma de Células do Manto Indolente. Dos 78 casos
restantes, 11 foram excluidos por nao apresentarem amostra histolégica, 3 foram excluidos por
ndo apresentarem quaisquer dados clinicos e 1 foi excluido por ter sido diagnosticado como
Linfoma de Pequenos Linfocitos apds revisdao. Deste modo foram analisados 63 pacientes que

obedeceram aos seguintes critérios de inclusdo e exclusio:

. Critérios de inclusio:
¢ Informacdes adequadas em prontudrio além de nome e género;
e Material obtido em anatomopatoldgico de sitio nodal ou extranodal com excecao de

medula 6ssea.

. Critérios de exclusiao
e (Casos que ndo tiveram seguimento no Servico de Hematologia do A.C.Camargo

Cancer Center;
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e (Casos sem amostras histologicas no laboratdrio de anatomia patoldgica do
A.C.Camargo Cancer Center;

e C(Casos considerados como Linfoma de Células do Manto indolente;

e Casos cujo unico material de confirmacdo de diagnostico foi andlise
anatomopatoldgica ou imunofenotipica da medula dssea ou sangue periférico;

e Casos em pacientes com sorologia positiva para HIV, Hepatite B ou Hepatite C.

Sessenta e trés pacientes respeitaram todos os critérios e tiveram seus dados prévios ao
inicio de tratamento revisados e tabulados. Estes dados incluem:

e Variaveis demograficas: género e idade;

e Varidveis referentes exame clinico: estadiamento por Ann Arbor, presenga de massa
volumosa acima de 7,5cm, presenca de sintomas sistémicos, presenca de
esplenomegalia definida ao exame fisico ou por qualquer método radiologico,
presenca de comprometimento extranodal, performance status de acordo com a
escala do Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG).

Consideramos como sintomas sistémicos: febre vespertina com temperatura igual ou
superior a 37,8°C, emagrecimento superior a 10% do peso corporal em periodo de pelo menos
3 meses e sudorese noturna abundante;

e Variaveis laboratoriais: concentracdo de hemoglobina; quantificacao de leucocitos,

linfocitos, mondcitos e plaquetas; concentracdo de albumina e concentracdo de
DHL.

A metodologia para quantificacdo de concentragdo de DHL variou de acordo com o
periodo em que o paciente foi atendido. Nos casos correspondentes ao periodo de 2011 a 2016
foi utilizada a metodologia enzimatica (lactato-piruvato) cujo valor méximo de referéncia ¢ de
246 U/l enquanto em periodos diferentes deste a metodologia utilizada foi a cinética por luz
ultra-violeta cujo valor maximo de referéncia ¢ de 480U/l. Deste modo, também utilizamos
como variavel a razdo entre o valor de DHL obtido e o respectivo valor maximo de referéncia
de acordo com a metodologia utilizada;

e Variaveis referentes a prognostico: Indice de proliferacio celular por KI-67, Indice

Prognostico para Linfoma de Células do Manto (MIPI), indice Prognéstico para
Linfoma de Células do Manto simplificado (MIPI-s), indice Prognéstico para
Linfoma de C¢lulas do Manto- biologico (MIPI-b).
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O calculo de MIPI e MIPI-b foram feitos de acordo com programa “Calculate by QxMD”

desenvolvido por QxMD Medical Software;

Variaveis referentes a tratamento. Para tanto, consideramos a base da quimioterapia
inicial. Esta base foi denominada como citarabina quando o paciente se submeteu a
qualquer esquema que contivesse citarabina em dose igual ou superior a 1g/m?, isto
¢ , R-HiperCVAD/MA, R-Maxi-CHOP/HA ou R-DHAP; foi chamada antraciclico
apenas aquela em que o paciente recebeu R-CHOP ou semelhante; foi denominada
como analogos de purina aquelas em que o paciente recebeu R-FC ou semelhante e
definida como inibidor de proteassoma qualquer esquema que contivesse
bortezomibe. Quaisquer outros esquemas de tratamento utilizados foram
classificados como “outros”.

Variaveis referentes a resposta ao tratamento: uma vez que os dados foram coletados
a partir de 2006, foi utilizado critérios de acordo com critérios de resposta
estabelecidos por “International Workshop to standardize response criteria for non-

Hodgkin lymphoma “de Cheson, et al. 1999 (Anexo 4) segundo relato de prontuario.

Deste modo, a resposta ao tratamento foi classificada como: completa confirmada;

completa ndo confirmada; parcial; refrataria ou em progressao.

Nao houve reavaliacdo radiologica ou readaptacdo para critérios de resposta

estabelecidos posteriormente.

variaveis referentes a realiza¢ao ou nao de TACTH em primeira remissao.

varidveis referentes a data obito.

Dos 63 pacientes que obedeceram aos respectivos critérios de inclusao para analise de

variaveis demograficas, clinicas e laboratoriais, 34 apresentaram amostra histoldgica para

submeterem-se a avaliagdo de microdensidade vascular

4.3

ANALISE PATOLOGICA

4.3.1 Revisao Histopatologica

A primeira fase do estudo consistiu na separacao dos blocos de parafina e respectivas

laminas histologicas coradas com hematoxilina-eosina. Todos os casos foram revisados por

patologistas e definiu-se o diagnostico de Linfoma de Células do Manto de acordo com os

critérios histopatologicos estabelecidos pela Classificagio da OMS de 2016%,
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Ap0s a leitura dos cortes corados com hematoxilina-eosina foi iniciada a avaliagdo da

qualidade das amostras de tumor obtidas para confeccao das micromatizes teciduais (TMA).

4.3.2 Procedimentos para a constru¢io do arranjo das micromatizes teciduais

As areas de interesse para o estudo foram selecionadas e circundadas nas ldminas que
serviram para o diagndstico. Como imagem em espelho as laminas foram postas sobre os blocos
de parafina correspondentes € a mesma area previamente marcada em cada uma das laminas
histologicas foi transferida para o bloco de parafina que entdo passou a ser denominado bloco
doador.

Escolhidas as areas em cada um dos blocos, os numeros foram postos em sequéncia
confeccionada no programa de computador (Excell 10 Windows xp — Microsoft) com eixo XY
que se refere a coluna e linha respectivamente de tal modo a servir para ordenagdo do arranjo
tecidual em matriz (Figura 7).

A partir dai se iniciou a confec¢do do bloco de TMA e os blocos doadores dos pacientes
do estudo foram levados ao aparelho de precisao para perfuragao. Assim, fez-se o primeiro furo
em um bloco novo de parafina (em branco), denominado a partir de entdo como bloco receptor,
com sistema de agulhas com 1,0 mm de diametro interno. A seguir, perfurou-se com a agulha
o primeiro bloco doador e este tecido foi implantado na respectiva cavidade previamente aberta
no bloco receptor. Deste mesmo modo procedeu-se sucessiva e ordenadamente: retirada de
amostras de cada um dos blocos doadores com tecido tumoral e seu implante no bloco receptor.
Ao final, obteve-se um unico bloco receptor contendo as sequencias diferentes dos blocos em
estudo.

O bloco receptor foi cortado em micrétomo de parafina. Os cortes obtidos foram colados
em fita adesiva especial para a técnica de arranjo de micromatizes teciduais. Os cortes
histolégicos em cinco micrometros aderidos a fita adesiva foram numerados e marcados sobre
as laminas especiais. Os cortes foram tratados com luz ultravioleta e solvente quimico para
soltar a fita adesiva e apenas os cortes histoldégicos permaneceram nas ldminas. Os cortes foram

recobertos com parafina e armazenados em congelador para conservagao.
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Figura 7 - Planilha original de posicionamento dos cortes histologicos de todos os blocos dos
pacientes envolvidos no estudo.

Casos ordenados horizontalmente pelo nimero de bloco em parafina das amostras dos tumores. A posi¢do 00
superior e inferior representam cortes de figado para controle interno. A planilha foi executada no programa de

computador Excell, Windows xp-Microsoft.

Para demonstra¢do da qualidade das amostras de tumor obtidas para TMA cortes em
dois niveis do bloco receptor foram corados com hematoxilina-eosina. As laminas com o
nimero mais baixo de cada marcador representaram os cortes mais superficiais (nivel 1) e as
laminas com o niimero mais alto de marcador representavam os cortes do nivel mais profundo

(nivel 2). Os controles positivos, externo e interno, atestaram a qualidade das reacdes.

4.3.3 Procedimentos para a realizacio da técnica de imuno-histoquimica

As laminas preparadas segundo a técnica do TMA foram submetidas a retirada de
parafina e preparadas por passagens sucessivas em xilol e etanol. Posteriormente foram
submetidas a recuperacdo antigénica. A seguir, foi feito o bloqueio da peroxidase endogena
com solugdo de Peroxido de Hidrogénio a 3% (agua oxigenada 10 volumes) com trés trocas de

5 minutos cada. As laminas foram incubadas com anticorpos primarios nas diluigdes pré-
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estabelecidas em tampao PBS contendo albumina bovina (BSA) 1% e azida s6dica (NaN3),
0,1% por 2 horas, em camara imida, a temperatura ambiente. Ap6s incubag¢ao, as laminas foram
lavadas em tampao PBS com trés trocas a cada 5 minutos. Posteriormente, as laminas contendo
os cortes histologicos foram incubadas com o Link (DAKO A/S, K0690, Denmark) por 30
minutos em temperatura ambiente seguidas por 3 lavagens de 5 minutos em PBS e incubacao
com streptividina (HRP 9DAKO A/S, Denmark) por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos
esta incubagdo as laminas foram novamente lavadas com tampao PBS por 3 a 5 minutos,
reveladas com solu¢do de diaminobenzidina por 5 minutos e coradas com hematoxilina de
Harris.

O estudo imuno-histoquimico foi realizado com 9 marcadores em dois niveis de corte
do bloco da técnica do TMA para cada marcador. A distancia entre os cortes do nivel superficial

(nivel 1) e do nivel profundo (nivel 2) foi de 360 a 400 micrdmetros.

Tabela 3 - Dados técnicos referentes aos anticorpos primarios usados na reagdo
imunohistoquimica.

Anticorpo | Clone Fabricante | Cédigo Titulo Recuperagio Solucio pH | Tempo
CD20 L26 VENTANA | 760-2531 | FRASCO | 36CC1/32AB | Tris/Alcalino | 9 | 36’
CD5 SP19 VENTANA | 790-4451 | FRASCO | 36CC1/32AB | Tris/Alcalino | 9 | 36’
CD23 SP23 VENTANA | 790-4408 | FRASCO | 36CC1/32AB | Tris/Alcalino | 9 | 36’
Ciclina SP4 VENTANA | 790-4508 | FRASCO | 36CC1/48AB | Tris/Alcalino | 9 | 36’

D1

Ki67 30.9 VENTANA | 790-4286 | FRASCO | 64CC1/16AB | Tris/Alcalino | 9 | 36’
P53 DO-7 VENTANA | 800-2912 | FRASCO | 36/CC1/32AB | Tris/Alcalino | 9 | 36’
CD34 QBEnd/10 | VENTANA | 790-2927 | FRASCO | 36CC1/32/AB | Tris/Alcalino | 9 | 36’
VEGF VG-1 Abcam Ab1316 | 1/100 30cc1/32AB | Tris/Alcalino | 9 | 30°
HIF-alfa | 1A3 Abcam AB113642 | 1/500 30CC1/32AB | Tris/Alcalino | 9 | 30°

A leitura sempre foi iniciada a partir da sequéncia de amostras da parte superior da

lamina (A). A seguir foi avaliada a sequéncia inferior na mesma lamina (B). A leitura dos
marcadores do TMA foi iniciada com aumento 100X para a avaliacdo dos critérios de
intensidade da coloragdo a imunohistoquimica. Em seguida, para confirmag¢ao dos achados, foi
utilizado o aumento de 400X. Casos os resultados fossem distintos, sempre se optou pelo
resultado maior.

Os elementos histopatologicos e imunohistoquimicos avaliados na leitura das laminas

do arranjo tecidual em matriz foram:
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e reagdo para os marcadores para diagndstico de Linfoma de Células do Manto CD20,
CDS5, CD23 e CiclinaD1 (Figura 2).

Foram considerados positivos os casos de acordo com a Tabela 4.

e reacdo para o marcador de microdensidade vascular, CD34, e os marcadores de
angiogénese, HIF-<, VEGF, que foram considerados positivos de acordo com o

exposto na Tabela 4.

Tabela 4 - Dados de positividade e coloracdo referentes aos anticorpos primarios usados na
reacdo imunohistoquimica

Proteina Positividade Coloragao
CD20 Expressio forte de membrana em mais de 90% | Membrana
das células neoplasicas
CDS Expressio de qualquer intensidade na | Membrana

membrana de mais de 70% das células
neoplasicas (comparando com os linfécitos T
como controle interno).

CD23 Expressio de qualquer intensidade na | Membrana
membrana de mais de 70% das células
neoplasicas. Avaliacdo da expressdo na trama

de células dendriticas foliculares, com padrao
de expressio '"dendritico" de qualquer
intensidade.

Ciclina D1 Expressio moderada a forte em mais de 80% | Nuclear
das células neoplasicas

Ki67 Porcentagem das células neoplasicas com | Nuclear
qualquer intensidade de expressao nuclear.
SOX-11 Expressio moderada a forte em mais de 80% | Nuclear
das células neoplasicas

P53 Porcentagem das células neoplasicas com | Nuclear
qualquer intensidade de expressiao nuclear.
CD34 Contagem em areas de “hot spots” através de citoplasmatica

gradicula. Um vaso foi considerado contavel
na amostra se ocupando a linha diviséria entre
os quadros da gradicula

VEGF Expressdes inferiores a 10%, e iguais ou acima | citoplasmatica
de 10%

HIF-x Expressdes inferiores a 10%, e iguais ou acima | citoplasmatica
de 10%

As anotagdes da planilha de leitura manuscrita foram posteriormente repassadas para

que todos os dados pudessem ser cruzados e permitissem posterior avaliagdo estatistica.



30

4.3.4 Procedimentos para a contagem de microvasos

A avaliagdo da densidade microvascular foi feita através de marcadores de angiogénese
(HIF-x e VEGF) e marcador que quantificou a microdensidade vascular - avaliagdo uniforme
e randomica em laminas marcadas com anticorpo CD34.

Uma gradicula foi aplicada a cada corte para estimar o nimero de microvasos por cada
unidade de 4rea. Os casos foram avaliados em 20HPF e a quantidade de microvasos por area
expressa em mm?>.

Um vaso foi considerado contdvel em qualquer perfil de células endoteliais positivas
para CD34 isoladas ou em grupos separados de microvasos adjacentes, células tumorais ou
elementos de tecido conjuntivo adjacente e desde que totalmente incluidos na amostra se

ocupando a linha divisoria entre os quadros da gradicula (Figura 8 e 9). Para cada amostra

obtivemos 2 resultados e quando estes resultados diferiam optou-se sempre pelo maior.

12 3 4 5 6 7 8 90 10

“« T I @G MmO m®>»

Figura 8 - Esquema de gradicula para estimar o nimero de microvasos por cada unidade de
area. Um vaso ¢ considerado contavel na amostra se ocupa a linha divisoria entre os quadros da

gradicula
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Figura 9 - Posicionamento de colocagdo da gradicula em microscopio Otico para contagem de

microvasos

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, foi realizada uma analise descritiva das variaveis. Para as variaveis
qualitativas foram apresentadas as distribui¢des de frequéncia absoluta (n) e relativa (%) e para
as variaveis quantitativas foram apresentadas as principais medidas-resumo, isto ¢, média,
desvio padrio, mediana e valores minimo e maximo.

No caso de variaveis continuas optamos por definir 2 grupos de observacao divididos
por um ponto de corte. A determinag¢do de um Unico ponto de corte foi estimada utilizando o
método de Lausen e Schumacher!%.Essa proposta visou obter o melhor valor de ponto de corte
(cut-off) com o objetivo de discriminar as curvas de sobrevivéncia. A estimativa do ponto de
corte foi obtida por meio da maximizagdo da estatistica log-rank padronizada. Uma vez
estimado o ponto de corte, a fun¢do de sobrevivéncia foi estimada utilizando o estimador de
Kaplan-Meier ¢ as curvas de sobrevivéncia estimadas foram comparadas por meio do teste l0g-
rank.

Definimos Sobrevida Global como o tempo decorrido entre o diagndstico definido pela
data do laudo da anatomia patoldgica até o ultimo contato ou 6bito por qualquer causa.

O modelo de riscos proporcionais de Cox foi ajustado aos dados para descrever a
relacdo entre as variaveis independentes e o tempo até o obito.

A selecdo das variaveis para o modelo de regressao de Cox multiplo foi considerada a

partir dos resultados do modelo de Cox simples. Consideramos todas as variaveis com valor
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de p inferior a 0,05, bem como aquelas com relevancia clinica mesmo que valor p>0,05. As
variaveis do modelo de regressdo de Cox multiplo (modelo final) foram selecionadas a partir
do método de stepwise backward com p de entrada de 0,10, obtendo, assim, 0 modelo final.

Em todos os modelos, foi avaliada a suposicdo de proporcionalidade por meio dos
residuos de Schoenfeld ', Grambsch e Therneau '%.

Em todos os casos, houve evidéncias de que o efeito das covariaveis foram constantes
ao longo do tempo, justificando, assim, o uso do modelo de Cox.

O nivel de significancia adotado foi de 5%, ou seja, os resultados com valor de p inferior

a 0,05 foram considerados significativos. A andlise dos dados foi realizada por meio do

software R versdo 3.5 e do software SPSS versio 24.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DESCRITIVA

De janeiro de 2006 a dezembro de 2014 obtivemos 91 casos com diagndstico de
Linfoma de Células do Manto. Destes, 13 foram excluidos por terem sido clinicamente
classificados como Linfoma de Células do Manto Indolente, onze casos foram excluidos por
ndo haver disponibilidade de amostra histologica, 3 foram excluidos por ndo haver qualquer
registro de dado clinico em prontuario além do nome e 1 caso foi excluido por ter tido
diagnoéstico de Linfoma de Pequenos Linfocitos apds revisdo histologica (Figura 10). Deste
modo, 63 pacientes obedeceram aos critérios de inclusdo e exclusdo. Destes 63 casos, 34

submeteram-se a avaliacdo de microdensidade vascular e angiogénese.

N=91 pacientes

13 pacientes com LCM
Indolente

11 sem amostras histolégicas

P

67 pacientes

3 com amostras histolégicas sem
registro de prontuario

1 revisdo de diagnéstico=LLC

'.

63 pacientes para analise demografica e
clinica

34 amostras para analise de
densidade vascular

Figura 10 - Fluxograma dos casos envolvidos no estudo. Os casos de LCM foram selecionados a partir
de um banco de dados e de um arquivo de blocos de parafina existente no Departamento de Patologia do

A.C.Camargo Cancer Center.
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As informagdes dos 63 pacientes de acordo com variaveis demograficas e clinicas estao
resumidas na Tabelas 5 e 6.

A idade variou de 33 a 93 anos com mediana de 64 anos, desvio padrao de 12,05 anos
e média de 63,14 anos (Tabela 5). Com relagdo ao género houve predominancia do sexo
masculino em propor¢do 2,15:1 - encontramos 43 (68,30%) pacientes do sexo masculino e 20
(31,70%) pacientes do sexo feminino (Tabela 6). No que tange ao estadiamento de Ann Arbor
em 1 caso os dados ndo foram encontrados e dos 62 casos restantes, 51(81,00%) ja se
encontravam em estadio IV, 9 (14,30%) se encontravam em estadio III e 2 (3,20%) em estadio
IT ao diagnostico. A presenca de massa volumosa ao diagndstico foi constatada em 9 (14,30%)
pacientes, ndo observada em 49 (77,8%) dos casos e em 5 casos niao foram encontrados dados
em prontuarios. Com relacdo a presenga de sintomas sistémicos ao diagndstico, em 48 (76,20%)
pacientes eles ndo foram relatados enquanto 13 (20,60%) ja os apresentavam enquanto em
2(3,2%) nao houve descricdo em prontudrio. A descricdo de presenca ou ndo de
comprometimento extranodal foi obtido em prontuarios de 62 pacientes e nestes o
acometimento foi comprovado em 23 (36,50%) estando ausente em 39 (61,90%) casos. Dos
locais de comprometimento extranodal, excetuando-se medula 6ssea e baco, 0 mais comum foi
tubo gastrintestinal — presente em 10 (15,87%) pacientes. A presenca ou ndo de esplenomegalia
foi relatado em 62 casos e nestes foi observado aumento do baco em 12 (19,00%) e, por
consequéncia, ausente em 50 (79,40%). No que concerne a ““performance status™ de acordo
com indice ECOG obtivemos dados em 62 prontudrios e ele foi 0 ou 1 em 58 (92,00 %) casos,

2 em 2 (3,20%) casos ¢ 3 em outros 2 (3,20%) casos (Tabela 6).

Tabela 5 - Frequéncia das varidveis de acordo com idade em anos

. DeSViO . r . r . r .
Variavel N . Mediana Minimo Maximo Média
padrio

Idade 63 12,05 64 33 93 63,14




35

Tabela 6 - Frequéncia das variaveis demogréficas e clinicas

Variavel Categoria N (%)
Género Masculino 43 68,3
Feminino 20 31,7
Estadiamento I 0 0
I 2 3,2
I 9 14,3
v 51 81,0
Nao avaliados 1 1,6
Sintomas Constitucionais Sim 48 76,2
Nao 13 20,6
Naéo avaliados 2 32
Presenca de Massa Volumosa Sim 9 14,3
Nao 49 77,8
Nao avaliados 5 7,9
Esplenomegalia Sim 12 19,0
Nao 50 79,4
Nao avaliados 1 1,6
Presenca de Sitio Extranodal Sim 23 36,5
Nao 39 61,9
Nao avaliados 1 1,6
ECOG 0-1 58 92,0
=2 4 6,4
Nao avaliados 1 1,6

Dados obtidos de exames laboratoriais anteriores ao inicio de tratamento podem ser
observados na Tabela 7. Estes dados mostraram que a concentracao de hemoglobina variou de
8,80 g/dl a 16,40 g/dl com mediana de 12,80 g/dl, desvio-padrao de 1,82 e média de 12,79 g/dl.
O ntmero de leucdcitos variou de 2,44 x 10°/1a 26,00 x 10%/1, com mediana de 6,30 x 10° /1,
desvio-padrio de 4,23 x 10°/1 e média de 7,71 x 10° /1. Dentre os leucdcitos, o nimero de
linfocitos obtido de 59 dos 63 prontuarios variou de 2,00 x 10°/1 a 17,89 x 10/l com mediana
de 1,47 x 10%/1, desvio-padrio de 2,95 e média de 2,39 x 10°/1 enquanto o nimero de mondcitos
obtido de 57 dos 63 prontuarios variou de 0,118 x 10°/1 a 1,098 x 10°/1 com mediana de 0,356
x 10°/1, desvio-padrdo de 1,79 x 10°/1 e média de 0,398 x 10°/1 . O ntimero minimo de plaquetas
relatado entre os 63 prontudrios foi 59,00 x10°/1 enquanto o niimero maximo foi 464,00 x 10°

/1 com mediana de 195,00 x 10° /1, desvio-padrio de 87,73 média de 205,50 x 10°/1.
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Também foram obtidos dados referentes a concentragao de DHL e de albumina. O valor
de concentragdo de albumina prévio ao inicio de tratamento em 55 dos 63 prontuarios variou
de 3,00 x 10%g/dl a 5,10 x 103g/dl com mediana de 3,90 x 10°g/dl, desvio-padrio de 0,454 x
10°g/dl e média de 3,98 x 10°g/dl. A quantificacdo da concentra¢io de DHL foi realizada por 2
diferentes métodos: pelo método cinético em 35 (55,55%) dos pacientes e pelo método
enzimatico em 26 (41,27%) dos pacientes. Os primeiros apresentaram valor minimo de 159U/,
valor maximo de 666U/1, média de 254U/1 e mediana de 243U/l enquanto os tltimos mostraram
valor minimo de 132U/l e valor maximo de 754U/l com mediana de 240U/l e média de 278,04
U/l. Como a quantificacdo da concentracdo de DHL ocorreu por 2 métodos diferentes, a
avaliacdao deu-se através da relacdo entre o valor obtido e seu respectivo valor maximo de
normalidade. Dois casos (3,17%) ndo apresentaram dados referentes ao valor de concentragdao
de DHL antes do inicio do tratamento. Estes 2 casos também ndo foram avaliados quanto aos
indices de prognostico MIPI-b e MIPI uma vez que a concentracdo de DHL faz parte do célculo

destes indices.

Tabela 7 - Frequéncia das variaveis laboratoriais

Desvio
Variavel N Mediana | Minimo Maximo Média
padrio
Hemoglobina (g/dl) 63 1,82 12,80 8,80 16,40 12,79
Leucoécitos (x10°/1) 63 4,23 6,30 2,44 26,00 7,71

Linfocitos (x10°/1) 59 295,00 1474,00 200,00 1789,00 239,00
Mondcitos (x10°/1) 57 179,00 356,00 118,00 1098,00 398,00

Plaquetas (x10°/1) 63 |87,73 195,00 59,00 464,00 205,50
DHL /VSN DHL* 61 |0423 0,86 0,28 2,71 0,861
Albumina(g/dl) 55 0,454 3,90 3,00 5,10 3,98

*Relagdo entre concentragdo obtida de DHL e seu respectivo valor méximo de normalidade de acordo com o

método obtido

Deste modo, MIPI e MIPI-b foram obtidos em 61 pacientes. O primeiro apresentou valor
minimo de 4,50 e valor méximo de 7,50 tendo como mediana 5,70, desvio-padrao de 0,617 e
média 5,67 enquanto o segundo mostrou valor minimo de 4,7, valor maximo de 9,1, mediana
de 6,20, desvio-padrao de 0,9174 ¢ média de 6,321 (Tabela 8). Ao utilizarmos os indices
simplificados, dos 61 casos 30 (49,18%) mostraram MIPI-s de baixo risco, 17(27,84%)

apresentaram MIPI-s de risco intermediario e 14 (22,95%) de alto risco. J4 com relacdo ao
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MIPIb-s, 13(21,31%) casos mostraram-se de baixo risco, 26(42,62%) de risco intermediario e

22(36,06%) de alto-risco (Tabela 9).

Tabela 8 - Frequéncia das varidveis de acordo com indices prognosticos

Variavel N Categoria N (%)

MIPI-simplificado 61 Baixo Risco 30 49,18
Risco Intermediario 17 27,87
Alto Risco 14 22,95

MIPIb simplificado 61 Baixo Risco 13 21,31
Risco Intermediario 26 42,62
Alto Risco 22 36,06

Tabela 9 - Frequéncia das variaveis de acordo com indices progndsticos simplificados

Desvio
Variavel N Mediana Minimo Maximo Média
padrao
MIPI 61 0,6173 5,70 4,50 7,50 5,67
MIPI-b 61 0,9174 6,20 4,70 9,10 6,32

No que tange a questdo do tratamento inicial este pode ser observado na Tabelas 10 e
11. Dos 63 casos 28(44,44%) submeteram-se a programagao de tratamento que tinha por base
citarabina em alta dose, 17(26,98%) foram tratados com combinag¢des cuja base foi
doxorrubicina, 7 (11,11%) foram submetidos tratamento cuja base foi fludarabina, a 5 pacientes
(7,93%) foi administrado esquema cuja base foi bortezomibe ¢ a 4 (6,34%) foi feita outra
programacao. Em 2(3,2%) casos esta informac¢ao ndo foi obtida (Tabela 10). Com relacio ao
uso de transplante autdlogo de medula Ossea, este foi realizado em 23 (36,5%) dos pacientes e
33(52,4%) dos pacientes ndo se submeteram ao procedimento. Em 7 (11,1%) dos casos, ndo

obtivemos dados a respeito de sua realizagdo (Tabela 11).
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Tabela 10 - Frequéncia das varidveis de acordo com base de tratamento quimioterapico

Base da Quimioterapia Frequéncia (%)
Citarabina alta dose 28 44,44
Doxorrubicina 17 26,98
Fludarabina 7 11,11
Bortezomibe 5 7,93
Outros 4 6,34
Nao avaliados 2 3,17
Total 63 100

Tabela 11 - Frequéncia das varidveis de acordo com uso de transplante autélogo em primeira

remissao
TACTH- Consolidacio Frequéncia (%)
Sim 23 36,50
Nao 33 52,38
Naio identificados 7 11,11
Total 63 100,0

Ao avaliarmos a resposta ao tratamento empregado, 34 (53,96%) pacientes obtiveram
resposta completa ou resposta completa ndo confirmada enquanto 18 (28,57%) pacientes nao
atingiram esta resposta. Destes 18 pacientes, a resposta parcial foi conseguida em 8 (12,70%) ,
foi observada refratariedade em 5(7,93%) e progressao da doenga em outros 5 (7,93%) casos.

Em 11 pacientes ndo obtivemos dados que possibilitassem esta avaliacao (Tabela 12)

Tabela 12 - Frequéncias das varidveis de acordo com resposta ao tratamento quimioterapico

Resposta ao tratamento Frequéncia (%)
Resposta Completa Confirmada 26 41,26
Resposta Completa ndo Confirmada 8 12,70
Resposta Parcial 8 12,70
Refratario 5 7,93
Progressdo da doenca 5 7,93
Naéo Avaliados 11 17,46

Total 63 100
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Com relagdo a avaliagdo histopatologica para defini¢do do diagnéstico todos os
pacientes apresentaram positividade para CD20, CDS5 e ciclina-D1 e negatividade para CD23.
(Figura 9) Nao houve necessidade de realizagao de FISH para confirmagado de diagndstico em
nenhum dos casos avaliados.

Para avaliacdo do grau de proliferacdo celular o valor de Ki-67 foi relatado em 55
pacientes. Foi do valor minimo de 5%, maximo de 100%, mediana de 20%, desvio-padrdo de
28,79 e média de 34,82%. Ao utilizarmos o valor de corte de 40%, 19(30,20%) pacientes
apresentaram valor superior a 40% e 36(57,10%) pacientes valor igual ou inferior a 40%.

A avaliacdo de microdensidade vascular e capacidade de angiogénese foi realizada em
34 dos 63 pacientes (Figura 10). O uso de CD34 para quantificacio de vasos/mm? mostrou
resultado minimo de 0 e valor maximo de 16 com mediana de 3,5, desvio padrao de 4,98 ¢
média de 4,88 (Tabela 13 e Figura 11). A avaliacdo da capacidade de angiogénese através da
positividade da reagdo imuno-histoquimica a VEGF mostrou- se inferior a 10% em 12 (35,29
%) dos casos ¢ igual ou acima de 10% em 22 (64,71%) (Tabela 14). J4 a avaliagdo através da
reacdo imuno-histoquimica a HIF- mostrou- se inferior a 10% em 12 (35,29%) e igual ou

acima de 10% em 22% (64,71%) dos casos (Tabelal4 e Figura 12).

Tabela 13 - Frequéncia das variaveis de acordo com concentra¢do de microdensidade vascular
detectado por CD34

Desvio

Variavel N Mediana | Minimo Maximo Média
padrio

CD34 (vasos/ mm?) |34 [4,98 3,50 0 16 14,88

Figura 11 — Microdensidade vascular em Linfoma de células do manto por CD34. A neoplasia
costuma apresentar diferentes padroes de positividade quando avaliada a densidade microvascular por CD34: baixa
quantidade (A); média quantidade (B); elevada quantidade(C). A contagem se d4 com auxilio da gradicula para
microscopio Otico e é expressa em vasos por mm?. Foto cedida pelo Departamento de Patologia do A.C.Camargo

Cancer Center
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Tabela 14 - Frequéncia das variaveis de acordo com concentra¢do de microdensidade vascular
detectado por VEGF e HIF-x

Variavel N Categoria N (%)

VEGF 34 <10% 12 35,29
=10% 22 64,71

HIF-oc 34 <10% 12 35,29
>10% 22 64,71

Figura 12 - Linfoma de células do manto VEGF e HIF-a. A neoplasia costuma apresentar diferentes

padrdes de positividade quando avaliada a densidade microvascular por VEGF :baixa quantidade: <10% (A); alta
quantidade: >=10% (B). O mesmo se repete para HIF-« (C) e (D) respectivamente. Foto cedida pelo Departamento

de Patologia do A.C.Camargo Cancer Center

5.2 ANALISE DE SOBREVIVENCIA GLOBAL

Para esta andlise foram estudados os pacientes que apresentaram tempo decorrido entre
o diagnostico definido pela data do laudo da anatomia patologica até o tiltimo contato ou Obito
por qualquer causa.

No caso de variaveis continuas a determinag¢ao de dois grupos de observacdes com

respeito a um simples ponto de corte foi estimada utilizando a proposta de Lausen e Schumacher
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106 que visa obter o melhor valor de ponto de corte com o objetivo de discriminar as curvas de
sobrevivéncia. A estimativa do ponto de corte é obtida por meio da maximizagao da estatistica
log-rank padronizada ¢ uma vez estimado o ponto de corte, a fungdo de sobrevivéncia foi
estimada utilizando o estimador de Kaplan-Meier e as comparacdes entre as curvas de
sobrevivéncia foram avaliadas por meio do teste de log-rank.

A taxa de sobrevida global (SG) foi entdo determinada para os 63 pacientes admitidos
de janeiro de 2006 a dezembro de 2014. Deste modo, obtivemos taxa de SG mediana de 93,91
meses com erro padrao de 15,90 meses e tempo de vida médio foi de 74,26 meses com erro
padrdo de 6,55 meses (Figura 13). A mediana de seguimento foi de 72, 34 meses com erro
padrdo de 8,71 e tempo médio de seguimento de 70,45 meses e erro padrao de 4,95 meses.

Além disso, o modelo de Cox simples foi ajustado com objetivo de avaliar os possiveis
fatores de risco em que a medida de associacdo é dada por Hazard-Ratio (HR). Para tanto,
analisamos o impacto das variaveis sexo, idade, estddio, presenga de massa tumoral maior ou
igual a 7,5 cm, presenca de sintomas constitucionais, numero de leucdcitos, linfocitos,
mondcitos e plaquetas ao diagnostico na taxa de SG. Também avaliamos indices de progndstico
MIPI, MIPI biologico e seus correlatos simplificados, valor de Ki-67 além do tratamento
empregado. Destes 63 pacientes, 34 foram avaliados para a quantificacdo da microdensidade
vascular, de acordo com marcador imuno-histoquimico CD34, e para a angiogénse com 0s

marcadores imuno-histoquimicos VEGF e HIF-«.
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Figura 13 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma
de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de Janeiro de

2008 a dezembro de 2014

5.2.1 Andlise de sobrevida global de acordo com microdensidade vascular (MDV) e
variaveis de angiogénese

A reagdo por imunohistoquimica para avaliacdo da microdensidade vascular (MDV) e
angiogénese foi realizada em 34 dos 63 pacientes.

Por meio da Figura 13 € possivel observar uma estimativa do melhor ponto de corte para
a contagem de vasos através da marcagdo com CD34. Todavia, a avaliagdo da MDYV por CD34
nao mostrou significancia estatistica mesmo quando separamos os casos entre aqueles que se
mostraram ausentes € 0s que apresentaram algum grau de aumento de MDV (p=0,21) (Figuras

14 ¢ 15).
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Figura 14 - Estimativa do ponto de corte de acordo com MDYV obtido por CD34 em relagdo a
Sobrevida Global
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Figura 15 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma
de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de

2008 a dezembro de 2014 de acordo com MDYV definido por reagdo imunohistoquimica a CD34
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Avaliamos a angiogénese de acordo com valores que consideramos negativos quando

inferiores a 10% ou positivos quando de pelo menos 10 % tanto para VEGF como para HIF-«.

Em nenhuma das avaliacdes obtivemos significancia estatistica (p=0,26 ¢ p=0,63,

respectivamente) (Figuras 16 e 17).

POSItiVO e

e

Negativo we

100% D
80%
_—
R
S
B e
=]
L=y
]
b=
> 40%
—_
a
=]
w
20%
0% p=026
0 12 24
Nimero em rnisco
Megativo 12 10 8
Positivo 22 17 16

36

15

48 60 72
Tempo (meses)

96

108

120

0 12 24

36

4 3 3

13 11 7

48 60 72
Tempo (meses)

96

108

120

Figura 16 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma

de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de

2008 a dezembro de 2014 de acordo com angiogénese definido por reagdo imuno-histoquimica

a VEGF < 10% (Negativo) ou = 10% (Positivo)
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Figura 17 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma
de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de Janeiro de
2008 a dezembro de 2014 de acordo com angiogénse definido por reacdo imuno-histoquimica

a HIF-« < 10% (Negativo) ou = 10% (Positivo)

5.2.2 Analise de sobrevida global de acordo com variaveis de dados clinicos e
demograficos

Por meio da Figura 18 € possivel observar uma estimativa do melhor ponto de corte para
idade ao diagnostico. Na Figura 19 observamos uma divergéncia entre as curvas sinalizando
uma diferenca com significancia estatistica entre elas (p=0,032) e demonstrando uma menor
sobrevida global em pacientes com idade ao diagndstico superior a 70 anos associado ao teste

de log-rank.
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Figura 18 - Estimativa do ponto de corte para idade ao diagndstico em relagdo a sobrevida

global
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Figura 19 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma
de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de

2008 a dezembro de 2014 de acordo com idade < 70 anos ou > 70 anos.
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Para os dados referentes a género, presenca de massa volumosa igual ou maior que 7,5
cm, estadio de acordo com Ann Arbor, presen¢a de sintomas sistémicos, comprometimento do

bacgo ou comprometimento extranodal ndo obtivemos significancia estatistica.

5.2.3 Analise de sobrevida global de acordo com variaveis de dados laboratoriais

Por outro lado, dados referentes a concentracdo de hemoglobina, nimero de leucécitos,
linfécitos, mondcitos e plaquetas mostraram significancia estatistica.

Definimos o ponto de corte a partir do qual foi possivel demonstrar significdncia
estatistica ao distribuirmos os pacientes entre valores até 12g/dl ou superiores a 12 g/dl com

p=0,012. (Figuras 20 ¢ 21)
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Figura 20 - Estimativa do ponto de corte para concentracao de hemoglobina ao diagnostico em

relacdo a sobrevida global



48

Hb <12g/dl —
Hb >12g/dl —

100%

80%

60%

40%

Sobrevida global (%)

20% 1

0% p=0.012

0 12 2 36 43 60 72 84 96 108 120
Tempo (meses)

Nidmero em risco

»12 42 38 34 28 25 19 15 9 5 3 1
=12 21 13 10 8 T 5 4 3 2 0 0
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Tempo (meses)

Figura 21- Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma
de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de
2008 a dezembro de 2014 de acordo com cut-off de concentragdo de Hemoglobina < 12g/dl
ou > 12g/dl

No que tange ao numero de leucocitos a significancia estatistica foi obtida ao
distribuirmos os pacientes entre valores até 6,0 x 10%/1 ou superiores a 6,0 x 10°/1 com p = 0,005

(Figuras 22¢ 23).
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Figura 22 - Estimativa do ponto de corte de acordo com o numero de leucdcitos ao diagnostico

em relagdo a sobrevida global
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Figura 23 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma

de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de

2008 a dezembro de 2014 de acordo com cut-off de nimero de leucocitos < 6,0 x 10°/1 ou > 6

x 10°/1
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Quando consideramos o numero de linfocitos, a significancia estatistica foi obtida ao
distribuimos os pacientes entre valores até 980 x 10%/1 ou superiores a 980 x 10%/1 com p=0,028.

(Figuras 24 ¢ 25).
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Figura 24 - Estimativa do ponto de corte de acordo com o nimero de linfocitos ao diagnostico

em relacdo a sobrevida global
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Figura 25 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma
de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de
2008 a dezembro de 2014 de acordo com cut-off de ntimero de linfécitos < 980 x 10%/1 ou >
980 x 10%/1
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Ao levarmos em conta o nimero de mondcitos a significancia estatistica foi obtida ao
distribuimos os pacientes entre valores até 580 x 10%/1 ou superiores a 580 x 10%/1 com p= 0,046

(Figuras 26 ¢ 27).
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Figura 26 - Estimativa do ponto de corte de acordo com o nimero de mondcitos ao diagnostico

em relagdo a sobrevida global
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Figura 27 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma
de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de
2008 a dezembro de 2014 de acordo cut-off de niimero de mondcitos < 580x 10%/1 ou > 580 x
109/1.

Com relagdo ao numero de plaquetas a significancia estatistica foi obtida ao
distribuimos os pacientes entre valores até 146 x 10%/1 ou superiores a 146x 10%/1 com p < 0,001

(Figuras 28 e 29).
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Figura 28 - Estimativa do ponto de corte de acordo com o niumero de plaquetas ao diagnostico

em relagdo a sobrevida global
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Figura 29 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma
de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de Janeiro de
2008 a dezembro de 2014 de acordo com cut-off de nimero de plaquetas < 146 x 10%/1 ou >
146 x 10%/1

Dados referentes a concentracao de albumina e DHL também mostraram significncia
estatistica.
A concentracdo de albumina mostrou significAncia estatistica ao distribuimos os

pacientes entre valores até 3,8 g/dl ou superiores a 3,8 g/dl com p< 0,001 (Figuras 30 ¢ 31).
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Figura 30 - Estimativa do ponto de corte de acordo com a concentragdo de albumina ao

diagndstico em relagdo a sobrevida global
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Figura 31 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma
de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de
2008 a dezembro de 2014 de acordo com cut-off de concentra¢do de albumina < 3,8¢g/1 ou >
3,8¢g/1
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No que tange ao DHL, devido a presenca de 2 métodos distintos com diferentes faixas
de normalidade, avaliamos a relacdo entre o valor obtido e o valor superior de normalidade do
método empregado. Neste sentido, houve significancia estatistica ao dividirmos os pacientes

entre resultados razao até 1,44 ou superior a ele com p= 0,032 (Figuras 32 e 33).
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Figura 32- Estimativa do ponto de corte de acordo com a razdo entre o valor obtido de DHL e
seu respectivo valor méaximo da faixa de normalidade ao diagnodstico em relagdo a sobrevida

global
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Figura 33- Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma
de Cé¢lulas do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de
2008 a dezembro de 2014 de acordo cut-off de 1,44 de acordo com a razio entre o valor obtido

de DHL e seu respectivo valor méximo da faixa de normalidade ao diagnostico.

5.2.4 Analise de sobrevida global de acordo com variaveis de indices progndsticos

A andlise de sobrevida global de acordo com indices progndsticos levou em conta MIPI,
MIPI-b e seus respectivos MIPI e MIPI-b simplificado, o valor de proliferagdo celular obtido
por Ki-67 e a presenca da hiperexpressao da proteina p53.

Ao avaliarmos indices prognostico MIPI e MIPI-b, obtivemos dados com significancia
estatistica. No caso do primeiro, esta significancia foi conseguida ao distribuimos os pacientes

entre valores até 6,3 ou superiores a 6,3 com p= 0,0084 (Figuras 34 e 35).
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Figura 34 - Estimativa do ponto de corte de acordo com o valor de MIPI ao diagnostico em

relacdo a sobrevida global
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Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma

de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de

2008 a dezembro de 2014 de acordo cut-off de MIPI < 6,3 ou > 6,3.

No caso do MIPI-b esta significancia foi conseguida ao distribuimos os pacientes entre

valores até 6,8 ou superiores a 6,8 com p < 0,001 (Figuras 36 e 37).
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Figura 36 - Estimativa do ponto de corte de acordo com o valor de MIPI-b em relagdo a

sobrevida global
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Figura 37 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma
de Cé¢lulas do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de

2008 a dezembro de 2014 de acordo cut-off de 6,8 de MIPI-b <6,8 ou MIPI-b > 6,8
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A avaliacdo de resultados obtidos pelos estudos imuno-histoquimicos para Ki-67 foi

conseguida em 55 das 63 amostras e foi observada significancia estatistica ao distribuimos os

pacientes entre valores até 40% ou superiores a 40% com p= 0,00081 (Figuras 38 e 39).
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Figura 38 - Estimativa do ponto de corte de acordo com o valor de Ki-67 em relagdo a sobrevida

global
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Figura 39 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma

de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de

2008 a dezembro de 2014 de acordo cut-off de Ki-67 < 40% ou Ki-67 > 40%
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A avaliacdo de resultados obtidos pelos estudos imuno-histoquimicos para p53 foi
obtido em 34 das 63 amostras e ndo foi observada significancia estatistica ao distribuimos os
pacientes entre valores entre negativo (31 pacientes), entre 1 € 10% (1 paciente), entre 10 e 50%
(0 pacientes) e acima de 50% (2 pacientes). Todavia, devido ao baixo nimero de participantes
nos grupos positivos em qualquer valor para p53, este resultado deve ser observado com alguma

restricdo (Figura 40).
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Figura 40 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 34 pacientes portadores de Linfoma
de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de

2008 a dezembro de 2014 de acordo valor obtido de p53 entre 0, < 10% e > 50%

5.2.5 Analise de Sobrevida Global de acordo com variaveis de tratamento

Com relagdo ao tratamento, ndo foi obtida significancia estatistica com relagdo a base
do tratamento quimioterapico empregado. No entanto, como o grupo bortezomibe e o grupo
“outros” apresentam pequeno numero de participantes, este resultado deve ser encarado com
cautela. Todavia, esta significancia também ndo foi obtida mesmo ao separar os pacientes entre
aqueles que receberam citarabina em dose alta e aqueles em que esta medicagdo ndo foi

utilizada (p=0,45) (Figuras 41 ¢ 42)
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Figura 41 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma

de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de

2008 a dezembro de 2014 de acordo com a base de quimioterapia administrada
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Figura 42 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma

de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de

2008 a dezembro de 2014 de acordo com o uso ou ndo de citarabina em alta dose
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A resposta obtida com o tratamento, ao ser dividida entre os que apresentaram resposta
completa ou resposta completa ndo confirmada e aqueles que ndo a obtiveram também nao
atingiu significancia estatistica (p=0,067) (Figura 43). Outrossim, ndo se obteve significancia
estatistica entre os grupos que foram ou ndo submetidos a TACTH como consolidagdo ao

tratamento inicial (p=0,27) (Figura 44).
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Figura 43 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma
de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de
2008 a dezembro de 2014 de acordo com obtencdo ou ndo de resposta completa ou resposta

completa ndo confirmada ao tratamento quimioterapico
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Figura 44 - Curva atuarial de sobrevida global (SG) para 63 pacientes portadores de Linfoma
de Células do Manto diagnosticados e tratados no A.C.Camargo Cancer Center de janeiro de

2008 a dezembro de 2014 de acordo com realizagdao ou nao de TACTH

5.3 MODELO DE REGRESSAO DE COX SIMPLES

Com o objetivo de avaliar a influéncia de cada variavel independente na taxa de
ocorréncia de obito, ajustou-se um modelo de regressdo de Cox simples para cada variavel
independentemente de interesse (covariavel).

Assim, na Tabela 15 ha estimativas dos parametros do modelo de regressao de Cox
simples para dados clinicos, onde ¢ possivel observar que a unica variavel independente

significativas foi idade
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Tabela 15 - Estimativas dos pardmetros clinicos de acordo com modelo de regressdo de Cox

simples.
Hazard IC (95%) para RR Valor
Variavel Categoria
Ratio (HR) | Inferior |Superior |p
<=70 anos Ref.
Idade 1,011 9,025 0,048
>70 anos 3,021
Idade Continua 1,049 1,007 1,094 0,023
Sexo Masculino 1,778 0,241 1,479 0,265
Nodal 0,954
Extra nodal 1,040 0,428 2,524 0,932
Localizagao
Nodal +
1,186 0,397 3,545 0,761
Extra nodal
Massa >7,5cm 2,776 0,642 12,014 0,172
11 NA
Ann Arbor
111 NA NA NA NA
v NA NA NA NA
Sintomas Sim
) ) 0,938 0,380 2,316 0,889
sistémicos Nao
Sim
Esplenomegalia 3,598 0,853 15,166 0,081
Nao
Comprometimento | Sim
0,759 0,354 1,630 0,480
extranodal Nao

NA= nio foi possivel calcular risco do evento devido ao pequeno nimero de

casos ou de obitos em um dos grupos de comparagdo

Na Tabela 16 hé as estimativas dos parametros do modelo de regressdao de Cox simples

para dados laboratoriais, onde € possivel observar que as variaveis independentes significativas

foram: concentra¢do de hemoglobina, numero de leucécitos, de linfocitos e concentracao de

albumina. Contudo, quando consideradas como varidveis continuas apenas o numero de

plaquetas e a concentracdo de albumina mantiveram a significancia.
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Tabela 16 - Estimativas dos parametros laboratoriais de acordo com modelo de regressao de

Cox simples

Hazard
Valor
Variavel Categoria Ratio IC (95%) para RR
p
(HR)
Inferior | Superior

<12 Ref.

[Hb] g/dl 0,181 0,836 0,016
>12 0,389

[Hb]g/dl continua 0,835 0,679 1,027 0,088
<6,0 x 10°/1 Ref.

Leucocitos 0,181 0,857 0,019
>6,0 x 10°/1 0,394

Leucocitos continua 0,916 0,814 1,031 0,145
<980 x10%/1 Ref.

Linfécitos 0,124 0,933 0,036
>980 x10°/1 0,340

Linfocitos continua 1,000 1,0 1,0 0,450
<580 x10°/1 Ref.

Monocitos 0,000 5,875 0,204
>580 x10°/1 0,038

Monocitos continua 0,999 0,997 1,001 0,356
<146 x10°/1 Ref.

Plaquetas 0,121 0,580 0,001
>146 x10°/1 0,265

Plaquetas continua 0,994 0,989 0,999 0,012
<l1,44 Ref.

DHL/DHLVSN 0,490 2,439 0,828
>1,44 1,093

DHL/DHLVSN | continua 1,505 0,559 4,051 0,419
<3,8g/dl Ref.

Albumina 0,097 0,560 0,001
>3,8¢g/dl 0,233

Albumina continua 0,240 0,087 0,665 0,006

Na Tabela 17 ha as estimativas dos parametros do modelo de regressao de Cox simples

para indices e fatores prognodsticos. Nela ¢ possivel observar que as varidveis independentes

significativas foram: MIPI, MIPI-b e Ki-67. No entanto, quando consideradas como varidveis

continuas apenas MIPI-b e Ki-67 mantiveram sua significancia
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Tabela 17 - Estimativas dos dados de progndstico de acordo com modelo de regressao de Cox

simples

Hazard
Variavel | Categoria IC (95%) para RR Valor p
Ratio (HR)
Inferior Superior

<6,3 Ref.

MIPI 1,287 8,181 0,013
>6,3 3,245

MIPI continua 1,481 0,737 2,975 0,270
<6,8 Ref.

MIPI-b 1,961 9,473 <0,001
>6,8 4,310

MIPI-b continua 1,662 1,077 2,566 0,022

MIPI s Baixo Ref.
Intermediario 0,674 0,263 1,727 0,411
Alto 1,036 0,402 2,670 0,942
Baixo Ref. 0,064

MIPI-bs Intermediario 0,436 0,157 1,214 0,112
Alto 1,307 0,529 3,231 0,562
<40% Ref.

Ki-67 1,667 9,564 0,002
>40% 3,993

Ki-67 continua 1,017 1,004 1,030 0,009
0-9% Ref.

pS3 10-50% 1,00 NA NA NA
>50% 1,00 NA NA NA
Positivo Ref.

pS3 ] 0,396 32,468 0,256
Negativo 3,587

NA= nio foi possivel calcular risco do evento devido ao pequeno nimero de casos ou de 6bitos em um dos

grupos de comparagio

Na Tabela 18 ha as estimativas dos parametros do modelo de regressao de Cox simples

para dados de tratamento onde € possivel observar que ndo houve varidveis independentes

significativas.
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Tabela 18 - Estimativas dos parametros de tratamento de acordo com modelo de regressdo de
Cox simples.

Hazard
Variavel Categoria IC (95%) para RR Valor p
Ratio (HR)
Inferior Superior
citarabina Ref. 0,419
doxorrubicina 1,451 0,569 3,699 0,435
Base QT fludarabina 2,527 0,949 6,730 0,064
bortezomibe NA NA NA
outro NA NA NA NA
sim Ref.
Ara-C 0,626 2,883 0,448
nao 1,344
sim Ref.
RCC/RCNC 0,931 4,863 0,074
nao 2,127
sim Ref.
TACTH 0,698 3,515 0,277
nao 1,566

NA= ndo foi possivel calcular risco do evento devido ao pequeno niimero de casos ou de 6bitos em um dos

grupos de comparagio.

Na Tabela 19 ha as estimativas dos parametros do modelo de regressdo de Cox simples
para marcadores imuno-histoquimicos de angiogénese. Nela ¢ possivel observar que nao houve

variaveis independentes significativas.
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Tabela 19 - Estimativas dos pardmetros de angiogénese de acordo com modelo de regressao
de Cox simples.

Hazard
Variavel Categoria IC (95%) para RR Valor p
Ratio (HR)
Inferior Superior
Negativo
CD34 0,425 0,108 1,665 0,219
Positivo
CD34 continuo 0,957 0,823 1,112 0,565
0 0,576
1-9% 0,581 0,096 3,516 0,554
VEGF
10-50% 0,482 0,105 2,206 0,347
>50% 0,216 0,022 2,086 0,185
Negativo Ref.
VEGF 0,144 1,731 0,273
Positivo 0,498
0 0,809
1-9% 0,471 0,049 4,544 0,515
HIF-
10-50% 0,776 0,129 4,656 0,781
>50% 0,504 0,112 2,260 0,371
Negativo Ref.
HIF-oc 0,205 2,598 0,628
Positivo 0,731

54 MODELO DE RISCOS PROPORCIONAIS DE COX MULTIPLO

Para a construcdo dos modelos multivariados, foram selecionadas as variaveis que
atingiram niveis de significancia estatistica na analise univariada. Também foram selecionadas
variaveis relacionadas a angiogé€nese as quais foram de interesse no presente estudo.

A selegdo das variaveis para o modelo final foi obtida pelo método de “‘stepwise
backward” e a significancia estatistica foi determinada para um valor p < 0,05.

Na Tabela 20 tem-se as estimativas dos parametros do modelo de riscos proporcionais
de Cox multiplo (modelo final) fazendo uso das variaveis demograficas,clinicas e laboratoriais.
As varidveis independentes consideradas no modelo inicial foram: idade, nimero de plaquetas,
concentragdo de albumina, valor de Ki-67 ¢ MIPI-b. Todas estas variaveis foram consideradas
como continuas. Nesse cendrio, o n valido foi de 47, sendo 19 pacientes falecidos. Por meio
dos resultados foi possivel observar que idade e albumina foram fatores independentes que
explicaram a taxa de ocorréncia do obito. Assim, a medida que a idade aumenta, o risco do
paciente ir a 6bito aumenta (HR=1,076; valor p=0,005) de modo que o incremento de 1 ano na

idade leva a um aumento de 7,6% no risco do paciente falecer mantido o valor de albumina
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fixado. Por outro lado, para cada incremento de uma unidade na concentragdo de albumina,
espera-se uma redugdo de 79,9% (HR=0,201; valor p=0,005) no risco de o paciente ir a dbito

mantido a idade constante.

Tabela 20 - Estimativas dos parametros quantitativos pelo modelo de regressdo de Cox
multiplo.

IC (95%)
Variavel Estimativa EP HR valor p
Inferior Superior
Idade diagnostico (anos) 0,073 0,026 1,076 1,022 1,133 0,005
Albumina (PTF) -1,606 0,572 | 0,201 0,065 0,616 0,005

Variaveis inseridas no modelo inicial: idade, nimero de plaquetas, concentragdo de albumina e valor de Ki-67. E

MIPI-b *EP: erro padrao, HR: Hazard-Ratio.

Também avaliamos as variaveis idade, nimero de plaquetas, concentracao de albumina,
valor de Ki-67 ¢ MIPI-b com os respectivos valores de ponto de corte previamente
estabelecidos ou seja: para idade <70 anos ou >70 anos; para nimero de plaquetas <146x
10°/1 ou >146 x 10°/1, para albumina <3,8 g/dl ou >3,8¢g/dl e para Ki-67 <40% ou >40% e
para MIPI-b <6,8 ou >6,8. Na Tabela 21 estdo as estimativas dos parametros do modelo de
riscos proporcionais de Cox multiplo para a sobrevida global. De acordo com estes resultados
a variavel idade atuou como um fator de risco. Assim, os pacientes com idade superior a 70
anos possuiram um risco aumentado de mais de 8 vezes (HR=8,025; valor p=0,0101) de ir a
obito em relagdo aqueles com idade menor ou igual a 70 anos. O niamero de plaquetas também
foi um fator de risco de modo que sua influéncia no risco de dbito atuou como um fator protetor
(HR=0,231; valor p=0,003), isto é, pacientes com contagem de plaquetas acima de 146 x 10%/1
tiveram reducdo de risco de obito em 78% em relacdo aqueles pacientes com numero de
plaquetas igual ou inferior a este valor. Nesta analise, o valor de concentragdo de albumina

nao mostrou significancia.
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Tabela 21 - Estimativas dos parametros qualitativos pelo modelo de regressao de Cox multiplo.

IC (95%)
Variavel Categoria Estimativa EP HR valor p
Inferior Superior

<70 Ref

Idade (anos)
>70 2,083 0,651 8,025 2,240 28,745 0,001
<146 Ref

Plaquetas
>146 -1,464 0,501 0,231 0,087 0,617 0,003

Variaveis inseridas no modelo inicial: idade, nimero de plaquetas, concentra¢ao de albumina e valor de Ki-67.

*EP: erro padrao, HR: hazard ratio.

Como variaveis de maior interesse no presente estudo consideramos os marcadores de

microdensidade vascular e angiogénese, bem como idade, contagem de plaquetas, Ki67,

albumina e MIPI-b como fatores independentes para explicar a taxa de 6bito. No entanto, uma

vez que o tamanho da amostra valido reduziu para 24 pacientes, 0 modelo de Cox multiplo ndo

foi possivel de ser ajustado inviabilizando assim seu uso.



72

6 DISCUSSAO

6.1 ASPECTOS GERAIS

Estudos do metabolismo da célula neoplésica e suas interagdes com o microambiente
tumoral passaram a ser desenvolvidos e relacionados com o prognoéstico dos portadores de LNH
a partir do inicio do século XXI. Dentre os elementos integrantes do microambiente tumoral a
angiogénese teve destaque motivado pelo sucesso obtido em tumores sélidos e Mieloma
Multiplo. No entanto, estudos que agruparam diferentes subtipos de LNH e sua relagdo com a
angiogénese apresentaram resultados conflitantes enquanto aqueles que consideraram apenas
pacientes com LCM foram escassos. Isso pode ter contribuido para as limitagcdes e o insucesso
no tratamento destes pacientes pois, apenas nos ultimos 5 anos quando passou a haver melhores
defini¢des na conduta terapéutica destes pacientes. Desde entdo os pacientes com LCM
obtiveram um acréscimo de sobrevida de 2,5 anos para até além de 7 anos.

Entretanto esta doenca ainda permanece incurdvel e este ganho de sobrevida ndo se
estendeu a todos os pacientes. Beneficiaram-se sobretudo os pacientes mais jovens ou aqueles
que suportaram a toxicidade do tratamento sugerido. Para maior disponibilidade de tratamentos
menos toxicos e maior diversidade em terapias torna-se importante definir melhor o progndstico
dos pacientes com Linfoma de Células do Manto no cenario de maior compreensao da relagao
da cé¢lula neoplésica com seu microambiente. Neste aspecto o papel da angiogénese permanece
pouco explorado. No Brasil estudos relacionados ao microambiente tumoral e angiogénese nos
Linfomas ndo Hodgkin sdo inexistentes e estudos referentes aos portadores de Linfoma de
Células do Manto e os fatores que mais influenciam no seu 6bito sdo escassos.

Deste modo, o presente estudo objetivou: (i) reunir a casuistica de LCM de um tnico
centro brasileiro especializado no diagnostico e tratamento de neoplasias; (i1) levantar dados
demograficos e clinicos; e (iv) comparar os achados clinicos , laboratoriais, de angiogénese e
de tratamento , buscando fatores que possam se relacionar com a morte do paciente. Assim,
analisamos dados demograficos, clinicos, laboratoriais, de tratamento empregado, de MDV e
angiogénese na populag¢do de pacientes com diagndstico Linfoma de Células do Manto ndo
indolente de janeiro de 2006 a dezembro de 2014 diagnosticados e tratados no A.C.Camargo

Cancer Center.
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Este estudo apresentou casuistica de 63 pacientes - numero comparavel a estudos

132

unicéntricos como de Bosch et a e Samaha et al. ''2. Os 63 pacientes avaliados tiveram

mediana de Sobrevida Global de 93,91 meses. Este dado mostra-se semelhante ao observado

109,110

atualmente e distante do verificado em estudos de Zucca et al. **, Decaudin et al.''’ e

Bosch et al.*?

publicados ao final da década de 90 ja refletindo o impacto do emprego de
rituximabe, do uso de citarabina em alta dose que passaram a ser uso corrente na 1* década do

século XXI e da disponibilidade de alguns novos farmacos alvo-especificos.

6.2 ASPECTOS RELACIONADOS A ANGIOGENESE

As variaveis avaliadas com relacdo a angiogénese ndo demonstraram significncia
estatistica em nosso estudo o que diferiu dos resultados obtidos recentemente em outros
estudos.

Vasela et al. 2 em 2014, avaliaram a MDYV utilizando-se de CD34 em 175 pacientes,
mas incluiram pacientes tratados de 1996 a 2008 o que abrangeu periodos distintos nas
diretrizes de tratamento repercutindo na heterogeneidade das condutas terapéuticas, como o uso
ou ndo de rituximabe ou citarabina em alta dose. Este estudo permitiu a conclusdo de que a
MDYV se relacionaria com o progndstico apenas nos casos tratados convencionalmente, isto €,
segundo os autores, aqueles tratados sem citarabina em alta dose. Ja Petrakis et al. '! ndo
levaram em conta o tratamento escolhido em 56 pacientes e, embora se utilizassem do mesmo
marcador, isto €, CD34, o resultado obtido relacionou e estratificou a intensidade da MDV com
o prognostico nos 38 pacientes com LCM que apresentaram positividade para SOX-11.

Nosso resultado pode ter sido determinado por alguns fatores. Primeiro, ¢ possivel que
os marcadores utilizados para avaliar MDV e angiogénese ndo tenham sido sensiveis o
suficiente para determinar sua magnitude pois, embora tenhamos utilizado o marcadores CD34
para quantificacdo da MDV e, VEGF e HIF-x para avaliagdo de angiogénese tecidual ha , no
entanto, outros marcadores a serem explorados como PDGF e Tsp-1, que ajudam a estabelecer
equilibrio entre pro e anti-angiogénese em tecido normal o qual se apresenta rompido no tecido
neoplésico. Segundo, em histologia, novos métodos de quantificagdo de MDV que se utilizam

de “software” especificos como os utilizados por Petrakis et al. '°!

comegam a surgir, assim
como o uso de ultrassonografia microscépica ou microscopia de fluorescéncia tendem a tornar
a avaliacio de MDV mais objetiva !'7"!'°, Terceiro, o uso de avaliagio através da dosagem
sérica destas proteinas antes do inicio do tratamento, isto ¢, em estudo prospectivo, cuja

comparagdo com analise histologica ¢ ainda pouco explorada poderia fornecer resultados mais
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consistentes e, finalmente, quarto: diferentemente de Petrakis et al. '°! nio distinguimos em
Nnosso grupo os pacientes positivos € negativos para a marcacao com SOX-11
Diante disso, acreditamos que, apesar da ndo significancia estatistica e das

peculiaridades de nossa amostra trata-se de campo ainda a ser explorado.

6.3 ASPECTOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

As caracteristicas demograficas e clinicas foram coletadas e avaliadas em toda a
populacdo analisada. Ressaltamos que no presente estudo foram excluidos pacientes com
diagnostico de Linfoma do Manto Indolente devido as peculiaridades clinicas e especificidades
moleculares que garantem prognoéstico diferente do observado nos pacientes portadores
Linfoma do Manto Cléssico.

Deste modo, no que tange a dados demograficos e clinicos, a casuistica mostrou pouca
diferenca com relacio aos dados encontrados em literatura *+1%°-11_ Os pacientes mostraram-se
preferencialmente do sexo masculino, com mediana de idade entre 5* e 6* décadas de vida e ja
com doenga avancada ao diagnostico uma vez que 90% dos pacientes apresentaram-se em
estadio IIT ou IV de Ann Arbor e cerca de 75% dos pacientes queixaram-se de sintomas
sistémicos. Além disso, aproximadamente 20% dos pacientes apresentaram esplenomeglia ao
diagnostico e cerca de 1/3 mostrou comprometimento extranodal diferente da medula dssea -
nestes casos 0 comprometimento gastrintestinal foi o mais frequente. Quanto a “performance
status” na admissao, mais de 90% dos pacientes apresentaram -se com ECOG 0 ou 1 o que
pode refletir um viés de nossa amostra dificultando analise estatistica mais aprofundada.

Quando estes dados foram submetidos a analise univariada somente a idade mostrou
relevancia para o prognostico dos pacientes. Hoster et al.*’, Schrader et al. ''*e Oinonen et al.!!?
também ja destacaram a importancia da idade no prognoéstico dos pacientes com LCM. Todavia,
diferente do que ocorreu nestas publicagdes onde o grupo de pior prognostico foi definido como
individuos acima de 60 anos, em nossa casuistica 0s pacientes apresentaram pior prognéstico
somente quando com idade superior a 70 anos. Nosso resultado foi semelhante ao encontrado
por Samaha et al.''! em 1998, porém este estudo foi realizado em época anterior ao uso de
anticorpos monoclonais, ao uso de citarabina em alta dose e ao uso de TACTH em primeira
remissdo. Além disso, em nosso estudo o fator idade manteve a significancia estatistica mesmo
quando a considerado como variavel continua. Em andlise multivariada, a idade manteve sua
importancia como definidor de Sobrevida Global no grupo estudado com acréscimo de quase 2

% de risco de Obito para cada ano de vida. Se a importancia da idade ja havia sido mostrada em
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estudos anteriores e em variados indices prognosticos de pacientes com Linfoma ndo Hodgkin,
a intensidade com que afetou o risco de morte em nossa populagdo deve ser ressaltada

ratificando a importancia da busca de alternativas de tratamento para pacientes mais idosos.

6.4 ASPECTOS LABORATORIAIS

Com relagdo aos dados laboratoriais o valor de concentragdo de hemoglobina mostrou
significAncia estatistica conforme outras publicagdes 3% ¢ 13115 de modo que pacientes com
valores inferiores a 12 g/dl apresentaram pior progndstico. Hoster et al.>” também encontraram
o valor de hemoglobina como fator prognostico de significancia estatistica contudo, somente
com valor de hemoglobina inferior a 10g/dl. No entanto, assim como estes autores, ao
considerarmos hemoglobina como valor continuo, a significancia ndo se sustentou.

32,37, 64, 113, também

O numero de leucocitos, assim como para outras publica¢des
mostrou relevancia progndstica em nosso estudo. Entretanto, diferentemente destas, em nosso
caso ndo foi a leucocitose que definiu pior progndstico e sim o numero de leucocitos inferior a
6,0 x 10%/1. Este dado vai de encontro a maioria das publicagdes. Isto pode ser explicado por
alguns fatores: primeiramente, varias publicacdes que definem leucocitose como fator
desfavoravel para o prognostico levam em consideracao a presenca ou nao de células do LCM
em sangue periférico, em segundo lugar a maioria destas publica¢des foi realizada em era
anterior a0 uso dos recursos terapéuticos de que dispomos atualmente. E possivel também que
este resultado possa ser explicado por um viés em nossa amostra uma vez que o caso de maior
leucometria em nossa casuistica foi de 26,0 x 10%/1. No entanto, nos parece que mais do que
quantidade de doenca, o resultado obtido pode ter refletido o estado imunologico dos pacientes
e acreditamos que novos estudos no cendrio das novas opgdes terapéuticas precisam ser
realizados a fim de ratificar a leucometria como elemento progndstico. Embora este mesmo
entendimento pode ser estendido ao ntiimero de linfocitos € de mondcitos, nem numero de
leucocitos, nem de linfocitos ou de mondcitos sustentaram a significancia estatistica quando
foram consideradas como variaveis continuas ou realizada a anélise univariada.

Por outro lado, o niimero de plaquetas apresentou resultado com significancia
estatistica. Em nossa casuistica os pacientes que apresentaram numero de plaquetas superior a
146x10°/1 ao diagndstico apresentaram melhor progndstico. A avaliagio do niimero de

plaquetas também foi realizada no LCM por Hoster et al.*’

porém, neste caso a significincia se
deu com o valor de 100 x10%/1 e ndo persistiu ao ser submetida a andlise univariada. Em nosso

estudo a diferenga persistiu tanto ao aplicarmos o modelo de regressdo de Cox como ao
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considerarmos o valor de plaquetas como varidvel continua. No entanto, ao aplicarmos o
modelo de analise multivariada, o valor de plaquetas ndo se mostrou capaz de explicar o risco
de morte.

Outros dados laboratoriais que avaliamos além do hemograma foram a concentracdo de
DHL e o valor de albumina. O valor da concentracdo de DHL, por refletir indiretamente o grau

de proliferacio celular, foi avaliado como marcador prognéstico por diversos autores>37:6> 113

115-117 132,

e a maioria deles encontrou relacdo negativa entre o valor de DHL e a sobrevida globa
37.65, 109-113.115 ' Em nosso estudo esta relagdo foi confirmada. Entretanto por néo ter havido uma
uniformidade do método laboratorial para quantificacdo do valor de DHL nao utilizamos seu
valor absoluto, mas a razdo entre o valor de DHL obtido e o valor do limite superior de
normalidade do respectivo método. Deste modo obtivemos que pacientes cuja relagdo mostrou-
se superior a 1,44 apresentaram pior prognostico. Esta relagdo entre o valor da concentragao de

DHL obtido e o limite superior de normalidade do método foi explorado por Hoster et al.>’

que
também demonstraram relagdo inversa com a sobrevida global. Também ao encontro destes
estes autores, ao aplicarmos o modelo de regressao de Cox, a significancia estatistica entre estes
grupos persistiu, mas desapareceu ao considerarmos o valor como variavel continua. Este valor
também nao se relacionou a morte quando em modelo de regressdo multivariada. Neste caso,
uma vez que a proliferagdo celular tem, sabidamente, clara relagdo com o prognoéstico dos
pacientes ¢ o valor de DHL ¢ a ela relacionada, cremos que o tamanho da amostra pode ter
interferido no resultado.

Por outro lado, pouco explorado ¢ o valor de concentracdo de albumina sérica no LCM.

Hoster et al. 7

avaliaram este valor para constru¢do do MIPI, todavia nido obtiveram
significancia estatistica ao dividir os pacientes entre aqueles cujo resultado fora acima ou abaixo
do normal. Em nosso estudo esta significancia estatistica foi conseguida ao dividirmos os
pacientes entre os de concentragdo superior e inferior a 3,8 g/dl. Acreditamos que a importancia
da hipoalbuminemia pode ser explicado por ser nao apenas sinal indireto do comprometimento
inflamatério por qualquer doenga sist€émica como reflexo do status nutricional do paciente. O
comprometimento sistémico dos pacientes € provavel pelo fato de 90% deles ja se encontrarem
em estddio IV ao diagnostico, mas inferéncias a respeito do estado nutricional dos pacientes e
sua comparacdo com o de pacientes de outros estudos estdo além do nosso escopo. Ao
aplicarmos o modelo de regressao de Cox a significancia do valor da concentragao de albumina
sérica persistiu e se manteve ao considerarmos o valor continuo tanto para analise univariada

quanto multivariada. Deste modo, podemos afirmar que para individuos de mesma idade o

incremento na concentragao de albumina reduz o risco de morte.
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6.5 ASPECTOS RELACIONADOS A INDICES PROGNOSTICOS E
TRATAMENTO

Quando avaliamos os indices prognosticos em nossa amostra tanto Ki-67, quanto o
MIPI e MIPI-b mostraram significancia estatistica em nossa amostra. Estes dados ja eram
esperados uma vez que todos os trés parametros ja sao consolidados como de relevancia para o
prognostico dos pacientes com LCM. No entanto, somente Ki-67 ¢ MIPI-b mantiveram sua
significancia quando os consideramos como varidveis continuas em modelo de regressdo de
Cox simples. Contudo, talvez pelo tamanho de nossa amostra, nenhum deles foi capaz de se
relacionar a mortalidade quando submetidos ao modelo de regressdo de Cox multiplo.

De todas as variaveis avaliadas que se relacionaram ao tratamento, nenhuma delas foi
capaz de demostrar significancia estatistica. Uma vez que o uso de citarabina em alta dose ¢ a
realizagao do TACTH em primeira remissao sdo consolidados como elementos que prolongam
o tempo de vida destes pacientes, apenas podemos explicar estes dados por caracteristicas da
amostra uma vez que menos de 50% dos pacientes submeteram-se a tratamento que teve como
base citarabina em dose elevada. Isto provavelmente ocorreu devido ao risco de maior
toxicidade desta medicacdo nesta dose ja que mais de 60% dos pacientes apresentavam-se com
idade superior a 60 anos ao diagnostico. O mesmo motivo pode explicar o porqué de menos de
40% dos pacientes submeterem-se a TACTH. A ndo significancia estatistica do grau de resposta
obtido ao término do primeiro tratamento como fator para o obito pode ser explicada por dois
motivos : por um lado o fato de alguns pacientes, mesmo tendo obtido apenas resposta parcial,
terem sido submetidos a TACTH podem ter prejudicado o desfecho deste grupo de pacientes
tornando-o menos favoravel , por outro lado o uso de novas terapias alvo-especificas que
tornam o tratamento mais toleravel prolongando o tempo de vida pode ter favorecido um
subgrupo de pacientes que, recidivados apés TACTH, encontraram tratamento bem sucedido.

Por fim, compreendemos que nosso estudo apresenta algumas limitagdes, como o
nimero total de pacientes, o nimero de amostras utilizadas e o fato de ter sido realizado em
apenas uma instituicdo. Contudo, os achados estatisticos foram significativos e relevantes.
Apesar de limitagdes da amostra (63 casos estudados e de 34 amostras analisadas), trata-se de
uma das maiores em literatura nacional, uma das raras que utilizou apenas pacientes com
Linfoma de Células do Manto e uma das poucas que tentou buscar os fatores que predissessem
sua morte em nosso meio. Além disso, ndo ha estudos em literatura sul-americana que avaliem

a angiogénese em Linfoma de Células do Manto.
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Novos estudos prospectivos ¢ multicéntricos ainda deverdo ser realizados a fim de
avaliar fatores prognosticos em nosso meio ¢ a coleta de novos dados e amostras com outros
marcadores poderao definir melhor se a presenga do estimulo a angiogénese realmente pode
predizer, ndo somente um maior risco de morte, mas também representar uma forma de

bloquear o desenvolvimento do tecido neoplasico.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condi¢des do presente estudo permitem concluir o seguinte:

Nao houve significancia estatistica entre os dados de angiogénese obtidos e a chance
de morte.

O exame de imunohistoquimica para CD34 mostrou a presenca em média de cerca de
15 vasos/mm?’ nas amostras de Linfoma de Células do Manto. Nestas amostras, os
exames de imunohistoquimica para VEGF e HIF-1o mostraram-se de pelo menos 10%
em mais de 64% das amostras.

O paciente com Linfoma de Células do Manto do A.C.Camargo geralmente ¢ homem,
entre a 5* e 6* décadas de vida, apresenta-se em estadio avangado e com MIPI e MIPI-
b de riscos baixo ou intermedidrio.

A idade e a concentracao de albumina foram fatores independentes para maior risco de
obito quando considerados valores continuos no modelo multivariado. Quando
considerados valores de corte, idade acima de 70 anos e contagem de plaquetas inferior
a 146 x 10°/1 foram fatores independentes para maior risco de 6bito.

A cada ano de idade acrescido houve chance de 7,6% a mais do paciente ir a dbito e
pacientes com idade acima de 70 anos apresentaram risco de obito 8 vezes maior que
os casos de idade igual ou inferior a 70 anos. Albumina e contagem de plaquetas foram
elementos protetores de modo que o acréscimo de concentragao de albumina e numero

de plaquetas superior a 140 x 10° /1 podem reduzir o risco de morte.
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Anexo 2 - Estadiamento Ann Arbor

Estadio

Area Envolvida

I

Uma unica regido linfonodal envolvida

IE

Comprometimento de um tUnico 6rgdo ou sitio extralinfatico

II

Dois ou mais regides linfonodais acometidas do mesmo lado do diafragma

IIE

Comprometimento localizado de um tnico 6rgao ou sitio extralinfatico e um ou

mais regides linfonodais do mesmo lado do diafragma

III

Comprometimento de regides linfonodais de ambos os lados do diafragma

IIIE

Comprometimento de regides linfonodais de ambos os lados do diafragma

acompanhado de comprometimento localizado de um 6rgao ou sitio extralinfatico

Comprometimento difuso de um ou mais 6rgaos extralinfaticos com ou sem
envolvimento linfonodal
Comprometimento de um tnico 6rgdo ou sitio extralinfatico com acometimento de

regido linfonodal ndo regional

Qualificagdes Adicionais

Auséncia de sintomas sistémicos*

oo}

Presenca de sintomas sistémicos

Doenga bulk , definida como massa nodal maior que 7,5cm em diametro maior ou

massa mediastinal >1/3mdo diametro interno do térax em raio-X PA

Comprometimento extra-linfatico localizado

Comprometimento esplenico

* Sintomas sistémicos:
- perda de peso sem causa aparente de >10%do peso corporal em 3 meses
- sudorese noturna

- febre vespertina — temperatura axilar > 37,8°C



Anexo 3 - ECOG

0 Atividade Normal

1 Sintomatico mas requer cuidados ambulatoriais

2 Cuidados ambulatoriais em>50% do tempo

3 Cuidados ambulatoriais<50% do tempo. Cuidados de enfermagem necessarios
4 Restrito ao leito. Necessita internacao




Anexo 4 - Critérios de Resposta

1999 - Cheson B.D., Horning S.J., Coiffier B., et al. JCO 1999;17:1244-1253

Remissao Completa (RC)

Desaparecimento de todas as evidéncias detectdveis de doenca a Tomografia
Computadorizada (TC) de todos os sintomas relacionados a doenga.

Normalizagao de todas as alteragdes bioquimicas e de biopsia de medula 6ssea

Linfonodos com > de 1,5 cm em seu maior eixo deve regredir para < 1,5 cm. Linfonodos

com 1,1-1,5 cm devem regredir para < 1,0 cm

Remissao Completa indeterminada (RC ind)

Corresponde aos critérios de RC mas com massa residual > 1,5 cm em seu maior eixo

tendo regredido pelo menos 75% de seu tamanho antes do tratamento.

Remissao Parcial (RP)

Pelo menos 50% de reducdo na soma dos diametros das 6 maiores massas sem que
ocorra aumento no tamanho de qualquer outro linfonodo.

Bago e figado devem regredir pelo menos 50% de seu tamanho anterior ao tratamento
se previamente comprometidos.

Biopsia de medula 6ssea ¢ irrelevante

Doenca Progressiva (DP)

Mais de 50% de aumento na soma dos didmetros de quaisquer linfonodos

comprometidos ou aparecimento de qualquer nova lesdo durante ou ao término do tratamento.

Recidiva
Aparecimento de qualquer nova lesdo ou aumento > 50% de linfonodos previamente

comprometidos em pacientes que se encontravam em RC ou RCind



2007 - Cheson B.D., PfistnerB., Juweid M.E., et al. JCO 2007;25(5) 579-586

Remissao Completa (RC)

Desaparecimento de todas as evidencias detectaveis de doenca a Tomografia
Computadorizada (TC) , de todos os sintomas relacionados a doenga bem como normalizagao
de todas as alteragdes bioquimicas e de bidpsia de medula 6ssea

Em pacientes sem PET scan/FDG PET pré-tratamento ou com PET scan/FDG-PET
positivo antes do tratamento, uma massa residual de qualquer tamanho pode estar presente
desde que PET scan/FDG-PET seja negativa.

Em pacientes sem PET scan/FDG PET pré tratamento ou se PET scan/FDG PET pré
tratamento for negativo, todos os linfonodos devem voltar ao normal. Linfonodos com > de 1,5
cm em seu maior eixo deve regredir para < 1,5 cm. Linfonodos com 1,1-1,5 cm devem regredir
para < 1,0 cm.

Bago e/ou figado, se considerados aumentados antes do inicio do tratamento através do
exame fisico ou TC, ndo devem ser mais palpaveis ao exame fisico e devem ser considerados
de tamanho normal nos exames de imagem.

Com relagdo ao Bago: avaliacao deve ser cautelosa pois baco de tamanho normal pode
estar comprometido por linfoma, enquanto baco aumentado pode ser resultado de variagdo

anatomica, uso de GCSF ou outras causas que ndo linfoma

Remissao Completa indeterminada (RC ind)

Sem necessidade.

Remissao Parcial (RP)

Pelo menos 50% de reducdo na soma dos didmetros das 6 maiores massas sem que
ocorra aumento no tamanho de qualquer outro linfonodo.

Nenhum linfonodo, nem Bago nem Figado devem aumentar

Bago e figado devem regredir pelo menos 50% de seu tamanho anterior ao tratamento
se previamente comprometidos. Nodulos hepaticos ou esplénicos devem regredir pelo menos
50% na soma dos diametros ou ,sse nodulo Gnico, em seu maior eixo

Nenhum outro linfonodo deve ser observado em nenhum outro local, nem sinal de novo

comprometimento de figado e/ou bago



Bidpsia de medula Ossea ¢ irrelevante se positiva antes do tratamento, porém deve ser
especificado o tipo de comprometimento. Pacientes que atingiram RC e apresentam medula
ossea comprometida ou ndo reavaliada, devem ser consideradas em RP

Para pacientes com PET scan/FDG PET positivo pré trtamento ou sem PET scan/FDG
PET, este deve ser positivo em pelo menos um local previamente acometido

Para paciente com PET scan/FDG PET desconhecido ou negativo antes do tratamento,

considerar critérios de TC

Doenca Progressiva (DP) — apos RP

Recidiva- apos RC

Linfonodos devem ser considerados anormais se seu maior eixo medir > 1,5 cm. Se em
seu maior eixo a medida for 1,1-1,5 ele deve ser considerado anormal se seu menor eixo for
maior do que 1,0 cm

Surgimento se qualquer novo linfonodo maior que 1,5 cm em qualquer eixo durante ou
apo6s o término da quimioterapia, mesmo que outros linfonodos tenham regredido de tamanho.

Se em PET scan/FDG houver qualquer aumento de captagdo em regido previamente nao
acometida a confirmacdo de recidiva/progressdo de doenga so podera ser feita através de
bidpsia.

Pelo menos 50% de aumento do nadir da soma do didmetros de linfonodos ou de outros
locais (Bago/ Figado) comprometidos.

Para ser considerado doenca progressiva, o linfonodo deve aumentar de> 50% em seu
menor ou maior eixo

Doenga extra-nodal deve ser avaliada como doenca nodal. Considerar Bago como
doenca nodal.Lesoes tipos serosites ou dsseas so serdo classificadas como presentes ou ausentes

a ndo ser que haja comprovagao histologica.



