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RESUMO

Crepaldi AH. Valor prognéstico comparativo de parametros patolégicos,
clinicos e marcadores de proliferagcao celular em linfomas foliculares.
Séao Paulo; 2018. [Dissertacdo de Mestrado - Programa de Pos-Graduagao
Interinstitucional (MINTER) em Oncologia, Fundagdo Antbénio Prudente em
Parceria com a Associagdao Matogrossense de Combate ao Cancer AMCC].

O linfoma folicular (LF) é um dos tipos mais frequentes de linfomas nao-
Hodgkin, correspondendo a cerca de 35% destes. O progndstico destas
neoplasias baseia-se em parametros clinicos e laboratoriais, que resultam
em um indice utilizado internacionalmente, de aplicagéo relativamente facil,
o FLIPI (abreviatura do inglés, Follicular Lymphoma International Prognostic
index). O objetivo deste estudo retrospectivo foi determinar o valor
prognéstico da imunoexpressdo de marcadores de proliferagao celular: Ki-67
e Top-2a. Os prontuarios de 170 pacientes foram revistos para obtencao dos
dados clinicos e laboratoriais. Os preparados histolégicos foram revistos e
graduados em baixo grau (graus 1 ou 2 da OMS) e alto grau (grau 3a ou 3b).
Posteriormente, foram submetidos a construgcdo de um microarranjo de
tecidos (tissue microarray) e a imunoistoquimica. A avaliagdo da
imunoexpressao desses marcadores foi quantitativa [numero de células
positivas por um?]. Os dados obtidos pela quantificagdo imunoistoquimica
dos marcadores de proliferacdo celular foram relacionados com o grau
histoloégico atribuido classicamente, com o FLIPl, a sobrevida global,
sobrevida livre de doenga e o risco de transformagéao para linfoma agressivo.
Foi observado que os pacientes com Ki-67> ou = a 7 apresentaram menor
sobrevida comparados aos que apresentaram Ki-67<7. Obtivemos também
correlagao positiva fraca entre Ki-67 e Top-2a. A Top-2a ndao demonstrou
relacdo com a sobrevida global e a sobrevida livre da doenga. Conclui-se
que apenas a Ki-67 pode ser um promissor fator prognostico para LF
estabelecida atraves da sua relagdo com a sobrevida.



SUMMARY

Crepaldi AH. Comparative prognosis value of pathological, clinical
parameters and markers of cellular proliferation in folicular ymphomas.
Sao Paulo; 2018. [Dissertacdo de Mestrado-Programa de Pods-Graduagéo
Interinstitucional (MINTER) em Oncologia da Fundag&o Antonio Prudente
em Parceria com a Associagdo Matogrossense de Combate ao Cancer
AMCC].

Follicular lymphoma (FL) is one of the most common types of non-Hodgkin's
lymphoma, accounting about 35%. The prognosis of these neoplasms are
based in clinical and laboratory parameters, which result in an internationally
index used, relatively easy to use, FLIPI (Follicular Lymphoma International
Prognostic Index). The aim of this retrospective study is to determine the
prognosis value of immunoexpression of cell proliferation markers: Ki-67 and
Top-2a. Patient records of 170 patients were reviewed for clinical and
laboratory data. Histological preparations were reviewed and graded in low
grade (WHO grade 1 or 2) and high grade (grade 3a or 3b). Subsequently,
they were submitted for the construction of a tissue microarray and
immunohistochemistry. The immunoexpression evaluation of these markers
was quantitative [number of positive cells per um2]. The data obtained by the
immunohistochemical quantification of the cell proliferation markers were
related to the histological grade classically attributed to FLIPI, overall survival,
disease-free survival rate and the risk of transformation to aggressive
lymphoma. It was observed that patients with Ki-67> or = 7 showed lower
survival compared to those with Ki-67 <7. We also obtained a weak positive
correlation between Ki-67 and Top-2a. Top-2a no showed relation to overall
survival rate and disease free survival rate. It is concluded that only Ki-67
may be a promising prognostic factor for FL established through its relation
with survival rate.
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1 INTRODUGAO

O linfoma folicular (LF) € um dos tipos mais frequentes de linfomas
ndo-Hodgkin, correspondendo a cerca de 35% destes (MORTON et al.
2006). Trata-se de linfoma indolente, com estadios avangados ao
diagndstico, recidivas frequentes e sem platé de cura (ANDERSON et al.
1982). A patogénese molecular do LF é complexa, com varias etapas
durante o processo no qual uma simples célula folicular B adquire todas as
alteragdes epigenéticas e genéticas necessarias para transformacgédo de
malignidade. O tumor resultante € usualmente compreendido de uma
mistura de centrécitos (pequenas células centro-foliculares clivadas) e
centroblastos (grandes células centro-foliculares nao clivadas).

A anormalidade cromossbmica mais comum € a translocagdo do
braco longo do cromossomo 18 e 14 t (14;18) (932;921), ocorrendo em 85%
dos casos, resultando na superexpressdo do oncogene BCL2 (B-cell
leukemia/lymphoma, oncogene da leucemia/ linfoma de células B), cuja
funcao € bloquear a apoptose (BLOOMFIELD et al. 1983; ROWLEY 1988).

A morbidade e mortalidade estdo grandemente associadas a
transformacao para linfoma agressivo, 0 que ocorre em aproximadamente
13-28% dos casos, a uma taxa de 3% ao ano (MONTOTO et al. 2007,
CONCONI et al. 2012). Enquanto os pacientes em estadios precoces tém
melhor sobrevida, o mesmo nao ocorre com aqueles em estadios

avancados. Embora uma melhora na taxa de sobrevida tenha-se seguido ao



uso terapéutico do anti-CD20, ainda restam alguns pacientes que
apresentam resposta insatisfatéria apés a imunoterapia e a quimioterapia
(SEYMOUR et al. 2003; FISHER et al. 2005; LINK et al. 2009; MARTIN et al.
2013).

O prognostico dos LF baseia-se em parametros clinicos e
laboratoriais de uso internacional e aplicacao relativamente facil conhecido
como FLIPI (abreviatura de Follicular Lymphoma International Prognostic
index). A primeira versdo deste indice, FLIPI 1, foi publicada em 2004 e a
segunda, FLIPI 2, em 2009 (SOLAL-CELIGNY et al. 2004; FEDERICO et al.
2009). Este indice leva em consideragdo os seguintes critérios: idade
superior a 60 anos [FLIPI 1 e 2]; estadios IlI-IV [FLIPI1], ou envolvimento de
medula éssea [FLIPI 2]; anemia, com Hb < 12 g/L [FLIPI 1 e 2]; numero de
areas nodais envolvidas maior que 4 [FLIPI 1], ou linfonodos envolvidos com
mais de 6 cm [FLIPI2]; DHL (desidrogenase latica) maior que o limite
superior da normalidade [FLIPI 1] ou Beta-2-microglobulina maior que o
limite superior da normalidade [FLIPI 2] (SOLAL-CELIGNY et al. 2004;
FEDERICO et al. 2009). No FLIPI, a presenga de até no maximo um desses
fatores confere ao paciente baixo risco, de até 2 fatores, risco intermediario
e de 3 ou mais fatores, alto risco.

Estes parametros, porém, apresentam limitacbes no seu papel de
predicdo da evolucdo do paciente, havendo necessidade de se buscar
parametros biolégicos mais precisos para prognostico, especialmente para o
Linfoma Folicular.

Assim, muitos estudos tem avaliado a aplicabilidade de alguns



marcadores de proliferagédo celular para o progndstico, como o antigeno Ki67
e a enzima Topoisomerase 2a (Top-2a) em diferentes tipos de neoplasias,
mas poucos testaram esses marcadores para o Linfoma Folicular (HALL et
al. 1988; BRYANT et al. 2006; KALPADAKIS et al. 2007; DETERMANN et al.
2008; BROYDE et al. 2009; KLAPPER et al. 2009; NAZ et al. 2011; DHALL
et al. 2012; HASHMI et al. 2014; HE et al. 2014; PAYANDEH et al. 2015;

BERLIN et al. 2017; CIEPLINSKI et al. 2018).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LINFOMA

Linfoma refere-se a um conjunto de doengas linfoproliferativas que
possuem significativa heterogeneidade bioldgica e clinica. Todos os linfomas
sdo originados nas células do sistema linfatico, Figura 1, em qualquer um
dos subtipos de células linféides, tanto os linfocitos B, T ou Natural Killer
(NK). Independente do estagio de maturagdo em que estdo, podem sofrer

transformacao maligna (MUGNAINI e GHOSH 2016).
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Figura 1 - llustragao do sistema linfatico humano



O linfoma nao-Hodgkin (LNH) representa 90% dos casos de linfoma
sendo o principais representante das neoplasias linféides (ANSELL 2015;
MUGNAINI e GHOSH 2016).

Sao derivados predominantemente de linfocitos B, e apenas 10% dos
casos sao originados de linfocitos T ou NK (Tabela 1). O linfoma nao-
Hodgkin possui poucas células inflamatérias e estromais no tecido tumoral,
sendo a grande maioria das células clonais derivadas de um precursor
linféide comum que sofreu transformacéo neoplasica (MUGNAINI e GHOSH

2016).

Tabela 1 - Alguns subtipos de linfoma e frequéncia.

SUBTIPOS DE LINFOMA Frequéncia
(%)
Linfoma ndo Hodgkin 90
Célula B
DLBCL (Linfoma Difuso de células B) 25-30
Linfoma folicular 20

Linfoma de zona marginal extranodal de tecido linféide associado a mucosa | 7

Leucemia linfocitica cronica/Linfoma linfocitico pequeno 7
Linfoma de células do Manto 6
Linfoma de Burkitt 1
Células T/Natural Killer 9

Virus Epstein-Barr positivo de células-T doenca linfoproliferativa infantil

Linfoma de Hodgkin 10
Classico 10
Nao classico -

Fonte: MUGNAINI e GHOSH (2016).



2.2 LINFOMA: ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

O risco para o desenvolvimento do linfoma n&o Hodgkin (LNH)
aumenta com a idade assim como a maioria dos canceres. Os homens tém
um risco duas vezes maior do que as mulheres. Nos Estados Unidos, os
linfomas n&o Hodgkin (LNH) sdo o quinto tipo de cancer mais comum, com
mais de 65.540 novos casos e 20.210 mortes estimadas em 2010 sendo a
sobrevida global em cinco anos de 68 % (THOLSTRUP et al. 2011; National
Cancer Institute National Institute of Health-NCI 2017). No Brasil, os LNH
respondem por cerca de 2,45% de todos os tumores malignos
diagnosticados, excluindo-se o cancer de pele nao/melanético. O numero
estimado de novos casos da doenca em 2018, no Brasil, é de 10.180, sendo
5.370 novos casos de linfoma nao Hodgkin em homens e 4.810 em
mulheres (Ministério da Saude 2018).

Esses valores corresponderam a um risco estimado de 5,19 novos
casos a cada 100 mil homens e 4,55 para cada 100 mil mulheres.

Dados nacionais sobre a prevaléncia dos diferentes subtipos de LNH
sdo escassos, mas estatisticas internacionais mostram que entre 22% e
40% dos LNH sao linfomas foliculares (LF), diagnosticados com idade entre

60 e 65 anos (THOLSTRUP et al. 2011).



Prostata 30.080 31,0% Mama Feminina 30.880 32,6%

Cadlon e Reto 10.040 10,4% Homeng Mulheres Colon e Reto 10.600 11,2%
Tragueia, Brénguio e Pulmao 8.290 8,6% 1 Tragueia, Bronquio e Pulmao  5.650 6,0%
Cavidade Oral 5.920 6,1% Colo do Utero 4,420 4,7%
Estdmago 5.800 6,0% Glandula Tirecide 4,330 4,6%
Bexiga 3.720 3,8% Corpo do Utero 3.400 3,6%
Eséfago 3.460 3,6% Estémago 3.280 3,5%
Laringe 2.620 2,7% Ovdrio 2.850 3,0%
Linferna nac Hodgkin 2.610 2,7% Linfoma nao Hodgkin 2.530 2,7%
Leucemias 2.500 2,6% Sistema Nervoso Central 2.450 2,6%

* Numeros amedondados para multiplos de 10

Fonte: Ministério da Saude (2018)
Figura 2 - Distribuigdo da incidéncia do linfoma ndo Hodgkin na regido

Sudeste do Brasil.

No ano de 2012, foram estimados cerca de 390 mil casos novos
(2,7% do total de cancer) e 200 mil 6bitos (2,4% do total de ébitos) por LNH
no mundo. Desses, cerca de 50% dos casos de incidéncia e 67% dos obitos
ocorrem em regides menos desenvolvidas, refletindo assim uma sobrevida
baixa da doenca nesta populagdo. As maiores taxas de incidéncia
encontram-se na América do Norte, Australia, Nova Zelandia e em algumas
partes de Europa. No continente africano, as taxas de incidéncia de LNH sao
baixas, o que pode ser um reflexo da subnotificagdo, exceto na regido da
Africa subsaariana, onde as criancas sdo mais propensas a desenvolver
LNH, principalmente o linfoma de Burkitt, que é causado pela infecgao do
virus Epstein-Barr (EBV). Além do EBV, outras infecgcdes como por HIV, H.
pylori, virus da hepatite C e virus linfotrépico para células T do tipo 1, estao
associadas a um maior risco no desenvolvimento dos LNH. A infeccdo por
H. pylori aumenta o risco de linfoma gastrico, conferindo aproximadamente
5% de todos os LNH encontram-se no estdmago (THOLSTRUP et al. 2011).

O histérico do comportamento das taxas de incidéncia e da



mortalidade do LNH foi de crescimento a partir do ano de 1990, em ambos
os sexos, em todo o mundo. Esse cenario mudou depois da melhoria
terapéutica da doenca, tornando estavel a tendéncia das taxas de incidéncia
e a queda nas taxas de mortalidade nos paises desenvolvidos a partir de

2006. (NATIONAL CANCER INSTITUTE, SEER 2018).

2.3 ETIOLOGIA E FATORES DE RISCO

Para a maioria dos casos de linfoma, geralmente a etiologia n&o é
identificada, mas acredita-se que fatores ambientais, ocupacionais (incluem
herbicidas e pesticidas), dietéticos e hereditarios possam estar envolvidos
(FISHER et al. 2005). Os linfécitos sdo células do sistema imunolégico, por
isso mudangas importantes no sistema imune parecem ter papel importante
em muitos casos de linfoma. Assim, os possiveis fatores de risco para o
desenvolvimento de linfoma s&o: 1) Pessoas com deficiéncias imunoldgicas
tém maior risco de desenvolver linfoma; 2) infecgdes cronicas, aumenta o
risco de desenvolver linfoma, ja que o sistema imunoldogico esta
constantemente produzindo novos linfécitos para combater a infecgao o que
aumenta as chances de erros em seu DNA e 3) certas doengas autoimunes
(Ministério da Saude 2018).

Pessoas acometidas por imunodeficiéncia hereditaria, como
hipogamaglobulinemia, imunodeficiéncia comum variavel, sindrome de
Wiskott-Aldrich, ataxiateleangiectasia tém até 25% de risco de desenvolver

LNH (FILIPOVICH et al. 1992).



Agentes infecciosos também tém sido implicados na génese do LNH
especificos, incluindo o virus do Epstein-Barr, virus linfotrépico de células T
humano tipo 1, herpes virus tipo 8, virus da hepatite C, virus simiano 4011 e

a bactéria Helicobacter pylori (ARAUJO et al. 2008).

2.4 PREVENGAO

Para a maioria dos casos de Linfoma ndo Hodgkin, alguns dos fatores
de riscos ndo podem ser alterados, o que inviabiliza uma prevencgéao efetiva.
O que se pode e deve ser feito é reduzir o risco de desenvolvimento através
da prevencao de fatores de risco evitaveis, como por exemplo a deficiéncia
imunoldgica, a propagacao do virus de células T da leucemia/linfoma (HTLV-
1), o tratamento adequado de infecgbes bacterianas relacionadas como fator
de risco ao LNH, como Epstein-Barr e Helicobacter pylori, respectivamente
(FISHER et al. 2005; ROMAN e SMITH 2011).

Outro fator de risco que vem sendo estudado e que pode ser evitado
sao os tratamentos de radioterapia e quimioterapia para outros tipos de
neoplasias, assim como o uso de drogas imunossupressoras, no caso de
transplantes. Apesar do pequeno risco do desenvolvimento de LNH a longo
prazo, os beneficios desses tratamentos ainda compensam (FISHER et al.
2005; ROMAN e SMITH 2011).

Fatores ambientais também vem sendo estudados, como por
exemplo o alto consumo de gordura e carnes, assim como 0 excesso de

peso e a obesidade, mas ainda se faz necessario mais pesquisa para que
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estes fatores possam ser incluidos como risco para LNH (OLIVEIRA e

MARTINS 2013).

2.5 LINFOMA FOLICULAR

O linfoma folicular (LF) € um dos tipos mais frequentes de linfomas
nao-Hodgkin, correspondendo a cerca de 35% destes (MORTON et al.
2006). Trata-se de linfoma indolente, com estadios avangados ao
diagndstico, recidivas frequentes e sem platé de cura (ANDERSON et al.
1982). A patogénese molecular € complexa, com varias etapas para
transformacdo maligna. E multistepe e uma unica célula folicular adquire
alteragao génica e epigénica necessaria para transformagao neoplasica. A
anormalidade cromossémica mais comum € a translocagao do brago longo
do cromossomo 14 e 18 t(14;18) (932;921), ocorrendo em 85% dos casos,
resultando na  superexpressdo do oncogene BCL2  (B-cell
leukemia/lymphoma, oncogene da leucemia/ linfoma de células B), cuja
funcdo é bloquear a apoptose (BLOOMFIELD et al. 1983; ROWLEY 1988;

LOSSOS et al. 2003).

2.5.1 Patogénese

O linfoma folicular (LF) é o segundo linfoma nodal mais comum e
ocorre, geralmente, em torno dos 60 anos de idade. Apesar do fato de que a
maioria dos pacientes apresentam doencas muitas vezes disseminadas no

diagnostico, e também pelo fato do LF ser, geralmente, considerado
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incuravel, € um tipo de linfoma indolente. E caracterizado por progresséo
lenta e altas taxas de resposta a terapia. Assim, a sobrevida global atinge 10
anos ou mais com as terapias atuais. No entanto, muitos pacientes acabam
por desenvolver resisténcia ao longo do tempo e, em até 13-28% dos casos,
com risco de 3% ao ano, o linfoma indolente se transforma em um subtipo
agressivo, associado a um pior prognéstico (KRIDEL et al. 2012).

Os linfomas de baixo grau caracterizam-se pelo baixo indice de
proliferacdo celular, por apresentarem células de tamanho pequeno,
formagdo de massas linfonodais grandes e pelo envolvimento frequente da
medula 6ssea e de sitios extranodais. S&o tumores menos agressivos e
mesmo sem tratamento especifico, garantem sobrevida de anos ao
paciente, dependendo do estadio da doenca. Os linfomas indolentes tém
relacdo com alteragdes na regulacdo da apoptose, com consequénte
acumulo celular (SANCHEZ-BEATO et al. 2003). Em todos os casos, devido
as caracteristicas insidiosas e muitas vezes assintomaticas do crescimento
de LF, os pacientes sao frequentemente diagnosticados em estagio
avangado (Il / 1V).

Os linfomas de alto grau, por outro lado, possuem alto indice de
proliferagéo celular, com células grandes, linfonodomegalias localizadas, alta
agressividade, com sobrevida de semanas a meses se nao tratados. Neste
tipo de linfoma, predominam as alteragées na regulacédo do ciclo celular,
como BCL-6 (Linfoma de células B-6) e C-MYC (codificador de proteinas),
que estao, frequentemente, em associagcdo com as alteragdes na apoptose

(SANCHEZ-BEATO et al. 2003).
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As estratégias terapéuticas disponiveis, portanto, tém que lidar com
um tumor amplamente disseminado e resistente a remissao completa (RC) a
longo prazo. Apesar do progresso no tratamento, em parte devido a regimes
de combinacéo, incluindo anticorpos monoclonais como o rituximabe, ndo ha
provas conclusivas de que essas abordagens possam erradicar
completamente as células tumorais. Portanto o LF permanece incuravel, ou,
na melhor das hipoteses, sera convertido terapeuticamente em uma doencga
cronica. De acordo com o curso clinico, a analise molecular do tumor em
diferentes pontos do tempo da progressdo da doenga demonstrou que a
linfomagénese segue um processo multi-hit complexo. (MAMESSIER et al.
2014).

Sao considerados linfomas de alto grau o linfoma ndo-Hodgkin difuso
de grandes células B (LNHDGCB), o linfoma folicular pouco diferenciado
(grau 3), o linfoma de células T periférico, o linfoma de grandes células
anaplasico e o linfoma de Burkitt. Parte destas neoplasias podem
desenvolver alteracées adicionais no ciclo celular, as quais frequentemente
afetam os inibidores de enzimas quinase dependentes de ciclina, como
p16INK4a, p21CIP1 e p27KIP1. A inativagdo dessas enzimas esta
relacionada com a determinagdo da alta agressividade e da maior
resisténcia ao tratamento, independente do grau histolégico (SANCHEZ-
BEATO et al. 2003).

Sendo assim, morfologicamente, LF é definida como uma proliferagcéo
de células B do centro germinativo (CGBs) que ficam misturadas com

células ndo-malignas, como as células T, células dendriticas foliculares
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(FDCs) e macrofagos, cujos homodlogos normais, isto €, centrocitos e
centroblastos, representam os tipos de células predominantes da reagao do
centro germinativo (KRIDEL et al. 2012, 2015).

Diferente de outras doengas malignas, a classificagdo da LF n&o
proporciona um impacto progndstico claro e nem existe um consenso sobre
a natureza do grau 3B LF, ja que esses casos geralmente se assemelham
ao de novo linfoma de células B difusas (DLBCL) e apresentam
caracteristicas moleculares diferentes do que os graus 1-3A LF (por
exemplo, grau 3B LF é muitas vezes negativo para t (14; 18) e expressa de
forma variavel CD10). O padréo de crescimento folicular classico da LF pode
ser revelado por coloragdo para marcadores FDC, como CD21 ou CD23. A
translocacdo t (14; 18) (932; g21) pode ser detectada por hibridagéo
fluorescente in situ e em 85% dos casos, resulta em superexpressao de
BCL-2 anti-apoptético, considerado um marcador molecular da doenga. No
entanto, esta translocagcdo ndo € necessaria nem suficiente para o
diagndstico, pois esta ausente em 15% de LFs e presente em cerca de 20%

a 30% de DLBCLs tipo GCB.

2.5.1.1 Origem de Células do Linfoma

As células expressam moléculas denominadas antigenos, que as
identificam. As moléculas conhecidas como CD (cluster of differentiation),
sao identificadas por anticorpos monoclonais ou policlonais. A classificagao
e estudo dos linfécitos T e B foi possivel através do conhecimento dessas

moléculas, tanto nos processos fisiolégicos como nos neoplasicos. As



14

células B sao linfécitos que conferem imunidade adaptativa eficiente e de
longa duragédo devido a formagédo de anticorpos com alta afinidade contra
antigenos. Sao essenciais na resposta imune humoral com papel central na
memoria imunoldgica. Além disso, os linfocitos B participam de uma ampla
gama de fungbes imunoldgicas, incluindo apresentacdo de antigenos,
regulagéo imunoldgica e fornecimento de um repertorio pré-imune celular e
humoral, sendo sua contribuicdo para o sistema imunolégico muito complexa
(SEIFERT et al. 2013).

O desenvolvimento de células B € iniciado na fase fetal, no figado,
passando para a medula 6ssea durante o processo de maturacdo dos
embrides de mamiferos. Ao longo dos processos de diferenciagdo, o
microambiente desse tecido (o0 nicho microambiental) desempenha papel
essencial no fornecimento de nutrigdo, sobrevivéncia e estimulos de
desenvolvimento. As células-tronco hematopoiéticas multipotentes dao
origem a precursores linféides que iniciam um programa de diferenciagéo
irreversivel. Deste modo, o desenvolvimento de células B, a partir de
precursores linféides, é orquestrado por varios fatores-chave de transcrigcdo
que determinam o destino das células B (Figura 3) (SEIFERT et al. 2013).

Os centros germinativos (CGs) s&o as estruturas histologicas
dedicadas a geragao e a selecao de células B que produzem anticorpos de
alta afinidade (BASSO e DALLA-FAVERA 2015). A fungdo imunoldgica
fundamental do CG vem com uma desvantagem perigosa: 0s mesmos
mecanismos genéticos que permitem o desenvolvimento de receptores de

imunoglobulina de alta afinidade e de diferentes classes de isotipo, estdo
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envolvidos na transformagao maligna das células B. De fato, as células CG
B representam o mesmo estagio de desenvolvimento encontrado na maioria
dos linfomas de células B maduras. Essa afirmagdo vem das observacdes
de que as células neoplasicas estdo organizadas em foliculos e que
expressam marcadores de superficie do centro germinal (CG) como BCL-6
(linfoma de células B-6) e CD10 além de possuirem perfil caracteristico de
expressdo de genes de centrocitos e / ou centroblastos (KRIDEL et al.
2012).

Deste modo, com base na definigdo classica da histologia do centro
germinativo, sua estrutura compreende a zona escura, a qual, quase que
exclusivamente, contém alta proliferacao das células B. Ja a zona clara, as
células B estdo misturadas com células dendriticas folicular, células T e
também macrofagos. As células B que passaram com sucesso pela
recombinacdo V(D)J (mecanismo genético que recombina o loci da
imunoglobulina para adicionar um gene variavel (V), um gene de diversidade
(D) e um gene que unira todos (J) e que expressam receptores funcionais
para células B), migram como células B naive, que por sua vez se torna
ativada com a interagcado das células T CD4 na area rica em células T no
tecido linféide e, se agregam dentro dos foliculos primarios para formar o
centro germinativo (KRIDEL et al. 2012).

Neste centro, as células B sdo alvos do processo de remodelamento
do gene da imunoglobulina - hipermutacdo somatica (SHM) e recombinagéo
class-switch. Como consequéncia da reacdo CG ocorre a formacgao de

células plasmaticas e células B responsaveis pela memoria imunoldgica. A
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formacao dessas células s6 pbéde ser elucidada devido ao entendimento de
que o CG é funcionalmente polarizado: a zona escura € o sitio de divisdo de
células B e SHM, e na zona clara ocorre a ativagao das células B e selecgao
com base na afinidade com seus receptores. Além disso, a maturagao das
células B ndo segue um unico caminho entre os dois compartimentos, em
vez disso, envolve re-entradas ciclicas em que as células CG, apds a
selecao na zona clara, retorna a zona escura para mais uma rodada da SHM

e diviséo celular (KRIDEL et al. 2012) (Figura 3).

Iniciagdo T W
— e 3 .-""“-\-_--m.
Célula Dendritica Célula B de
<" Zona Escura Folicular 1 Memdria

CélulaB
cofEm -
Calula B O ()

"nahre:

/
/
f e .
Reenradanocde | ClulaB / Célula Plasmtica

Centro Germinativo,

Fonte: Modificado de BASSO e DALLA-FAVERA (2015)
Figura 3 - Caracteristicas celular e molecular do centro germinativo (CG).

Portanto, o linfoma folicular, provavelmente, resulta da transformacéao
maligna de células B maduras envolvendo a proliferacdo desregulada de

células B-like no centro germinativo em 6rgaos linféides. A caracteristica
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mais recorrente do LF é o processo de recombinacdo que envolve a
translocagao t (14; 18) (q32;921), correspondendo a > 85% casos e envolve
o proto-oncogene de linfoma B 2 (BCL2) (no cromossomo 18) e o alelo IGH
(locus da imunoglobulina de cadeia pesada) ndo expresso (N0 Cromossomo
14). Como consequéncia, o gene BCL2 passa a ser controlado por
potenciadores de IGH, causando a expressado da proteina anti-apoptética
BCL-2. Entdo, a translocagdo t (14;18) passa a representar o primeiro
evento oncogénico de LF. A translocagdo ocorre no inicio do
desenvolvimento de células B em células pré-B, devido a um erro de reparo
durante o processo de recombinagdo V(D)J.(MAMESSIER et al. 2014,
BASSO e DALLA-FAVERA 2015).

Essa transformagcdo maligna tardia representa o produto do
desacoplamento entre o evento oncogénico molecular e sua atividade
oncogénica. Um dos motivos fundamentais desse desacoplamento é que o
BCL2 ja esta sendo expressa em praticamente todos os subconjuntos de
células B normais, com excec¢éo dos dois principais subconjuntos de células
CG-B - centroblastos e centrocitos (BASSO e DALLA-FAVERA 2015).

A reacdo no CG visa aumentar a afinidade do receptor de células B
(BCR) com os antigenos, através de um processo mutagénico aleatério
denominado hipermutagcdo somatica (SHM) e que sdo direcionados aos loci
IGH/L. As células B do centro germinal que sofrem SHM aumentam ou
diminuem de forma aleatéria sua afinidade ao receptor. Apenas aquelas com
maior afinidade ao BCR serdo selecionadas para sobreviver e se diferenciar

ainda mais. O gene BCL2 é entdo down-regulated nas células CGB a fim
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de "sensibilizar" células B para a apoptose, como forma de eliminar células
B inuteis e potencialmente perigosas, que apresentam baixa afinidade ao
BCR ou sofreram alguma modificagdo. Quando as células B carregadoras
do t (14;18) entram no CG, através de um padrao antigénico, a expressao de
BCL2 interrompe o processo de selecdo, permitindo a sobrevivéncia de
células B t (14;18) positivas, independentemente da sua afinidade ao BCR
(MAMESSIER et al. 2014; BASSO e DALLA-FAVERA 2015).

Essas células B com BCR funcional selecionado sdo as chamadas
células B maduras e ingénuas e coexpressam IgM (Imunoglobulina M) e IgD
(Imunoglobulina D). Através de rearranjo dos genes das imunoglobulinas e
da expresséao das diferentes classes de imunoglobulinas de superficie (lgs),
tém origem as células B naive. As células B naive sdo pequenos linfocitos
que circulam no sangue periférico e também ocupam os foliculos linféides
primarios e as zonas do manto folicular. Expressam frequentemente CD20,
CD5, CD23, IgMs e IgDs. Com a exposigao das células B naive a antigenos,
estas sofrem transformacado blastica, proliferagdo e maturagdo, dando
origem as células plasmaticas secretoras de imunoglobulinas e células B de
memoria. Portanto, os LF s&o proliferacées clonais de células B em seus
diversos estagios de diferenciacdo que aparentemente possuem um CG
intacto com atividade ativa da SHM. No entanto sua patogénese é conduzida
pela importante alteragdo da expressdo do BCL2, com causa na
translocagcdo cromossomal (MAMESSIER et al. 2014; BASSO e DALLA-

FAVERA 2015).
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2.5.1.2 Microambiente Folicular

Na década de 1990, houve a introdugdo rotineira da imuno-
histoquimica, para LF. Desde entdo, partir do trabalho de diagnéstico diario,
soube-se que as células T ndo malignas sao responsaveis por grande parte
do volume tumoral, com infiltracdo de até 50% da massa celular no LF e
algumas vezes relacionada ao prognéstico (CARRERAS et al. 2006). Foi
também identificada a presenca de células dendriticas foliculares,
macréfagos, microvasculatura e mastécitos. No entanto, os estudos clinico-
patoldégicos visando compreender as variagdes no comportamento clinico e
para identificar os fatores progndsticos tém sido mais focados nos aspectos
genéticos. Deste modo, varias alteragbes genéticas incluindo a translocagéo
t (14; 18), ocorrem frequentemente e algumas delas estéo correlacionadas
com a sobrevivéncia (JONG e FEST 2011).

Sabe-se que para um anticorpo de alta afinidade ser formado, as
células B devem receber ajuda cognitiva das células TFH (células T
auxiliares foliculares) durante a reacédo do CG. Quando as células T estdo
ausentes durante a iniciagdo das células B por DCs (células dendriticas)
seguidas por FDCs (células dendriticas folicular), as células B seréo
direcionadas para a apoptose. As células TFH produzem citocinas (incluindo
CDA40L, IL-21 (interleucina 21) e IL-4 (interleucina 4)) para que a troca de
classe de anticorpos ocorra. Também produzem altos niveis de quimiocinas
CXCL13 juntamente com as FDCs garantindo a migracao de células B para
dentro do CG onde sofrem maturacdo. Por outro lado, se isso ndo ocorrer,

as células B irdo produzir ICOS-L (co-estimulador de células T indutiveis)
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enquanto que o FDC, durante o desenvolvimento da reacdo CG, produz
fatores que garantem o recrutamento e a sobrevivéncia das células B além
de concentrarem antigenos formando o BCR . Células hematopoiéticas
presentes durante a reacdo CG possuem fungdes especificas como a
apresentacdo de antigenos para DC e macréfagos, resposta imune inata
para macrofagos, células NK (natural killer) e células T GD e resposta imune
adaptativa para células CD8 e Treg (JONG e FEST 2011).

Durante o processo de desenvolvimento da malignidade folicular
ocorrem mudancas especificas no microambiente induzidas diretamente
pelas células B com translocagcao 14:18 ou indiretamente por subconjuntos
de células emergentes, incluindo Treg que atenuam a funcéo das células T
CD8. Vale ressaltar que o TFH esta altamente presente no LF e eles
aumentam a producao de IL-4 sustentando a sobrevivéncia das células B. Ja
os FDCs modificam a liberagdo de seus fatores em resposta, juntamente
com células LF B, mas também através de outros subconjuntos de células
que apresentam perturbagdes significativas, como macrofagos. As células
LF B com BCL2 apresentam modificagdes especificas, incluindo o complexo
de membrana BCR e sua sinalizagcdo secundaria (JONG e FEST 2011).

Com a progressao da doenca ocorrem grandes modificagdes no
panorama dos tumores. As células B passam a apresentar instabilidade
genética que levam a varias modificagdes da fungdo celular, incluindo um
sinal BCR constitutivo. Ao mesmo tempo ocorre o desaparecimento das
células pertencentes a reagao normal do CG (TFH, FDC, células T CD8 e

outras), e células de estroma. Por outro lado, aparecem macréfagos
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associados a tumores (TAM) em resposta a sinais de estresse, construindo
um microambiente especifico da agressividade tumoral, incluindo a
promog¢do da angiogénese (JONG e FEST 2011; CARBONE et al. 2012;

TAKATA et al. 2014).

2.5.1.3 Transformagao do Linfoma Folicular

O linfoma folicular € a forma mais comum de linfoma n&o-Hodgkin
indolente. O tratamento com uso da incorporacéo do anticorpo monoclonal
anti-CD20, rituximab, tem promovido melhora na sobrevida global em até
90% em 5 anos. Por outro lado, muitos pacientes apresentam um padrao
recidivante e recorrente no qual a doenca, eventualmente, torna-se
resistente a terapia adicional. Esses pacientes incluem um subgrupo de alto
risco , propensos a transformagédo para um agressivo e um subgrupo de
progndstico reservado,que progride ou recai dentro de 2 anos apds receber
tratamento de primeira linha, com sobrevida inferior ao grupo controle
(CASULO et al. 2015; MAURER et al. 2016; KORFI et al. 2017).

O linfoma transformado tem sido considerado de dificil tratamento, e
estd associado a um mau prognostico. Nos ultimos anos, a utilizagdo do
conhecimento em torno das mudangas genéticas que, impulsionam o
processo de transformacao, tem levado ao desenvolvimento e a aplicagao
de novas terapias especificas. Existe uma necessidade de novas terapias
para alguns pacientes com linfoma transformado, porque muitas das
aberragdes genéticas observadas ndo tem drogas alvo especificas, como

CDKN2A, MYC ou perda de TP53 (ARAF et al. 2016; KORFI et al. 2017).
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Apesar de 85% a 90% do LF caracterizar-se pela translocacéao t (14;
18), isoladamente ndo € suficiente para a transformacédo maligna, ja que a
translocacdo é detectada em individuos saudaveis e que ndo chegam a
desenvolver a doenga (ROULLAND et al. 2006). E interessante notar que
entre 10% a 15% dos casos de LF n&o apresentam a translocagéo de t (14;
18), sendo que os mecanismos patogénicos que levam ao desenvolvimento
deste subconjunto de LF permanecem amplamente desconhecidos (KORFI
et al. 2017). Deste modo, estudos tém sido realizados para tentar identificar
os "hits" adicionais que contribuem com t (14; 18) na indugdo da
transformacao maligna em células GC B (GLAS et al. 2007).

Estudos envolvendo associagdo gendmica, analises citogenéticas,
expressao génica e perfil dos microRNA tém demonstrado a existéncia de
alteragdes cromossdmicas, incluindo genes do microambiente tumoral, como
1p36 e perda de 6g além da associagdo com variantes do gene HLA dentre
varios outros (KORFI et al. 2017). Apesar dessas alteragdes presentes no
LF, com o avanco da técnica de sequenciamento, outras mudangas tém sido
identificadas. Dentre elas mutagbes de genes envolvidos no controle
imunoldgico, desenvolvimento de células B, vias de sinalizagdo da BCR-
NFkB (fator de transcricdo nuclear kappa B) e a na via de sinalizagdo da
Janus kinase/transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (JAK/STAT)
sendo esta, a principal via de sinalizacdo de citocinas e fatores de
crescimento.

Além disso, foram identificadas muitas mutacbes em varios

modificadores epigenéticos como o CREBBP (Proteina de ligagdo ao
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CREB), EP300, EZH2, KMT2, varios membros do complexo de
remodelamento do nucleossomo (SWI/SNF), bem como nas familias dos
membros ligantes de histona H1 e H2. No entanto, o que distingue LF é sua
aparente inclinacdo as alteragdes epigenéticas, com lesbes em
modificadores epigenéticos que ocorrem em quase todos os pacientes. Além
disso, perda de fungdo no LF devido as mutacbées de CREBBP parecem
facilitar a evasdo imunologica mediante a minimizacdo da expressdo do
MHC de classe |l, associada a reducdo na infiltracado de células T. Essas
mutagdes inativantes também podem contribuir para a linfomagénese
prejudicando a acetilagdo de proteinas n&o histbnicas p53 e BCL6
(VOGELSTEIN et al. 2000; MENENDEZ et al. 2009; PASQUALUCCI et al.
2012).

Um modelo prognostico chamado m7-FLIPI, que utiliza o estado
mutacional de sete genes (EZH2, ARID1A, MEF2B, EP300, FOXO1,
CREBBP e CARD11), associado ao FLIPI e performace estado ECOG
(Eastern Cooperative Oncology Group) foi criando buscando identificar
grupo de pior progndstico no LF. No estudo prospectivo GLSG2000 com 107
pacientes foi identificado dois grupos : alto risco (22% dos pacientes), com
sobrevida livre de progressdo de 25% ; e baixo risco (78% dos pacientes),
com sobrevida livre de progressdo de 68%. E um modelo, que quando
incorporado na pratica na clinica, podera extratificar melhor os pacientes
com LF ( PASTORE et al. 2015; JURINOVIC et al. 2016).

Mais recentemente, a analise global de metilagdo do DNA das células

B do linfoma folicular revelou hipermetilagdo de genes Polycomb-suppressed
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(uma familia de proteinas que podem remodelar a cromatina de forma que o
silenciamento epigenético dos genes ocorra) e hipometilagdo de regides de
heterocromatina em comparagao com células CG B normais. A programacao
anormal de metilacdo de DNA em LF pode potencialmente cooperar com as
mutagbes somaticas subjacentes em, por exemplo, modificadores de
cromatina para fixar a regulagéo transcricional dindmica normal dos genes

de diferenciacdo de células B (KRETZMER et al. 2015; ARAF et al. 2016).

2.5.2 Classificagao

A classificagcdo mais utilizada é a da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS). Essa classificacédo esta baseada em dados morforlégicos, genéticos,
informagdes clinicas e imunofenotipagem. Assim, divide-se os tipos de
neoplasias linfoides em neoplasias de células B, neoplasias de células T/NK,
linfoma de Hodgkin, desordem linfoproliferativa pds transplante e neoplasia
de células dendriticas e histiociticas (HARRIS et al. 1999; SWERDLOW et
al. 2016). Essa é considerada a classificagdo mais ampla, pois inclui os
novos conhecimentos e cria subgrupos. Segundo esta classificagdo existem
dois grupos principais de LNH: os de células B e os de células T, cada um
subdividido em linfoma de células primordiais ou precursoras e de células
periféricas ou maduras (HARRIS et al. 1999; SWERDLOW et al. 2016).

Assim, como estratégia de identificagdo e classificagdo dos linfomas
nao-Hodgkin, levando em conta a sua progressdo, localizagdo e
disseminagdo sdo usados os seguintes critérios (HARRIS et al. 1999;

SWERDLOW et al. 2016)):
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Classificagao: Indica se o Linfoma ndo-Hodgkin é indolente (baixo
grau ou de crescimento lento) ou agressivo (alto grau ou de

crescimento rapido);

2 Tipo: Compreende mais de 50 subtipos, em funcado do aspecto das

células;

3 Estadio: Indica a localizacdo e extensédo do linfoma. O estadio (I,

1999):

[I, Il ou IV) atribuido de acordo com o local acometido: génglios
linfaticos ou outros 6rgéos e tecidos.

Os estadios considerados no linfoma n&o-Hodgkin sdo (HARRIS et al.

1 Estadio I: as células de linfoma encontram-se apenas num grupo

de ganglios linfaticos;

2 Estadio II: as células de linfoma encontram-se em, pelo menos,

dois grupos de ganglios linfaticos do mesmo lado do diafragma
(abaixo ou acima), ou as células de linfoma estdo num o6rgéo e
nos ganglios linfaticos vizinhos desse 6érgao, do mesmo lado do
diafragma. Pode haver células de linfoma em outros grupos de

ganglios linfaticos, do mesmo lado do diafragma;

3 Estadio lll: o linfoma encontra-se em grupos de ganglios

linfaticos, acima e abaixo do diafragma. Também pode ser
encontrado num o6rgado ou tecido vizinho destes grupos de

ganglios linfaticos;
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4 Estadio IV: o linfoma encontra-se disseminado em, pelo menos,
todo um drgéo ou tecido (adicionalmente aos ganglios linfaticos),
ou encontra-se no figado, sangue ou medula éssea.

A presenga de sintomas B, definidos como presenga de febre maior
que 38 graus Celsius, emagrecimento inexplicado de 10% do peso em seis
meses e sudorese noturna, confere um progndstico pior a estes pacientes.
Para definicdo da extensao das doengas € necessario, além da Histéria e
exame fisico, a realizacdo de exames de diagndsticos auxiliares, como
imagem (Raio X, Tomografias Computadorizadas, = Tomografia
Computadorizada por Emissao de Pésitrons- PET-CT), e exames invasivos
como biopsias e exames de sangue. Assim, com as informagbes de
classificagao, tipo e estadio pode-se diagnosticar o paciente e assim planejar

adequadamente o tratamento (HARRIS et al. 1999).

2.6 PROLIFERAGAO CELULAR E CANCER

A proliferacdo celular é o processo final que determina a
diferenciagao das células, determinando o ciclo de vida dela através de uma
célula nova. Em célula eucaridtica o ciclo celular € fundamental para a
manutencao da vida da célula, afinal em organismo multicelulares, células
morrem e duplicam a todo instante. No entanto, nem todas as células podem
entrar em apoptose a cada injuria ambiental danosa para o organismo, pois
desta forma morreriamos (ALBERTS et al. 2010).

Desta forma, o ciclo celular € um processo necessario para a
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manutencio da vida da célula. Além dos aspectos bioquimicos necessarios
para a sua ativagdo, ha a necessidade do controle do ambiente, garantindo
a reposicao de novas células com o inicio do ciclo celular, ou se ndo houver
necessidade, o ciclo celular ndo ¢é iniciado e a células entram em apoptose.
Este processo acontece através das ciclinas kinases (Cdks) que se ligam a
ciclinas, formando um complexo ciclina-cdk e que fosforilam algumas
proteinas para iniciar o processo de replicagdo do DNA (ALBERTS et al.
2010).

O ciclo celular & dividido em quatro fases: G1, S, G2, e M. Afase S é
a fase de replicacdo do DNA, e a fase M a fase de mitose da célula, que
gerara duas células com os mesmos cromossomos. Antes da fase S, tem
uma fase de desenvolvimento da célula (G1) e, antes da fase M tem a outra
fase de desenvolvimento (G2), fases importantes para a preparagéo da
célula para a divisdo propriamente dita. As fases G1, S, e G2 fazem parte da
fase chamada intérfase, que dura 23h das 24h do ciclo celular (ALBERTS et

al. 2010).



28

Fase-M-| GOY Diferenciagio-
celulary

(‘Mitose)

Fase-G17

Ciclo-
celularq

TEMPOYT

Figura 4 - As quatro fases do ciclo celular.

No entanto, nem todas as células entram na intérfase, pois o
ambiente sinalizara a necessidade ou ndo de uma nova célula. Deste modo,
as células entram na fase de quiescencia que esta representada, no ciclo
celular, pela fase GO. Para que isto ocorra, ha uma proteina upstream que
inibe a atividade das cdks sendo considerada controladora do ciclo celular
(ALBERTS et al. 2010). Esta proteina chamada p53, estimula proteinas
inibidoras do complexo ciclinas-cdk como a proteina p21, que por sua vez
inibe as ciclinas-cdks. A p53 €& sempre recrutada quando ocorre dano ao
DNA. Desta forma, ela ativa a p21 que inibie o ciclo e também direciona a
célula para a via da apoptose (OREN 2003; MAXIMOV e MAXIMQOV 2008;
ALBERTS et al. 2010).

Um dano ao DNA ¢é muito perigoso, podendo levar ao

desenvolvimento de alguns tipos de cancer conferindo a p53 grande
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importancia. Além disso, um dos fatores que também pode levar ao
desenvolvimento do cancer é o dano por estresse. Este faz com que ocorra
um aumento da proteina p53 para tentar combater o desenvolvimento da
doencga. No entanto, mutagbes do gene p53 que codifica a p53 também
pode levar ao desenvolvimento do cancer, devido a perda de controle do
ciclo celular (PETITJEAN et al. 2007; KIM et al. 2009).

O cancer é uma doencga que além de proliferar células defeituosas,
ainda faz a sua prépria manutengdo metabdlica. E uma doenca multifatorial,
mas entre os fatores existentes, um pode estar relacionado a sintese de
seus proprios fatores de crescimento, fazendo assim sinalizagao autécrina e
estimulando o crescimento e desenvolvimento desta célula, com suas
respectivas sinalizagbes metabodlicas (HANAHAN e WEINBERG 2011). O
microambiente tumoral garante o desenvolvimento e crescimento das
células, pela diminuicao dos sinais de apoptose através da inibicdo da p53
(responsavel pela inibicdo da proliferagdo celiular e estimulo da apoptose)

(KIM et al. 2009; HANAHAN e WEINBERG 2011; PAMPALONA et al. 2012).
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2.7 MARCADORES DE PROLIFERAGAO CELULAR

2.71 Top-2a

A estrutura terciaria em dupla hélice do DNA é a caracteristica que
mais se destaca nessa proteina. Esta conformacao espacial poderia afetar
de alguma forma o processo de replicagao celular, visto que para que a
transcricdo do DNA ocorra faz-se necessario a separagao das duas cadeias
complementares que o formam. Essa separacdo ocorre através de um
stress torcional, gerando a forquilha de replicagdo e tendo como
consequéncia a ocorréncia de superenrolamentos positivos ou negativos na
molécula de DNA (BURDEN e OSHERO 1998; KELLNER et al. 2002;
PROVENCIO et al. 2003).

Os superenrolamentos positivos sao responsaveis pela inibicdo da
transcricdo e o0s superenrolamentos negativos estdo relacionados a
formacgao de estruturas anormais de DNA. Existem enzimas que possuem a
capacidade de alterar este estado topoldgico, preservando a integridade
gendbmica, relaxando e desembaracando as cadeias de DNA. Essas
enzimas sdo chamadas de topoisomerases, das quais o subtipo 2 alfa (Top-
2a) tem se destacado pela sua relagdo com a proliferacdo celular (BURDEN
e OSHERO 1998; KELLNER et al. 2002; PROVENCIO et al. 2003).

A Topoisomerase lla (Top lla ou Top-2a) € uma enzima nuclear,
ubitiquitaria, multifuncional fundamental nos processos de replicagao, mitose
e outros eventos moleculares, devido a sua capacidade de alterar a

conformacao do DNA (WANG et al. 1997; BURDEN e OSHERO 1998). A
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Top-2a reduz o enrolamento e a torcdo do DNA, cortando a dupla hélice e
religando para facilitar a replicagdo do DNA, importante na segregagao e
condensacao da divisao das células.

Nas células em proliferacdo de mamifero, sua expressao €& variavel
de acordo com o ciclo celular. Ao final da fase G1, a Top-2a ja pode ser
detectada, aumentando sua expressdo ao final da fase S, fase G2 e M, e
diminuindo ao final da fase M (BURDEN e OSHERO 1998; KELLNER et al.
2002; PROVENCIO et al. 2003; BRIZOVA et al. 2010). Assim, podemos
afirmar que sua expressdo esta alta na fase G2/M do ciclo celular, sendo
uma fase de crescimento exponencial (YAN et al. 2015).

Importante destacar que em caso de dano ao DNA, decorrente de
uma acao defeituosa da Top-2a ocorre a agcdo da p53. Como visto, essa
proteina regulatéria age bloqueando o ciclo celular, através de processos de
sinalizagdo, nos pontos de checagem da fase G1/S (Gap — intervalo /
Synthesis -sintese), que ira impedir formacdo de células anémalas. Esse
reparo ou inducdo a apoptose desencadeada pela p53 possui varios
mecanismos e diferentes fatores podem induzi-la a gerar essa respostas
(ZORNIG et al. 2001; BROOKS e GU 2003; MAXIMOV e MAXIMOV 2008).

Devido a sua importante participacdo no ciclo celular, e pelo fato de
que no cancer sua concentragdo poder estar elevada, pesquisas tém
estudado o papel da Top-2a como fator progndtico clinico (WANG et al.
1997; LOHRI et al. 1997; BURDEN e OSHERO 1998; DINGEMANS et al.
1998; KELLNER et al. 2002; PROVENCIO et al. 2003; KORKOLOPOULOU

e VASSILAKOPOULOS 2004; TIEMANN et al. 2005, DOUSSIS-
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ANAGNOSTOPOULOU et al. 2008; ZOLA 2009; BRIZOVA et al. 2010; BAR
et al. 2012; ASHOUR et al. 2015; PERES et al. 2016; CIEPLINSKI et al.
2018). Em alguns destes estudos, a enzima Top-2a tem servido de
marcador de proliferagdo celular no cancer, pois garante a proliferacdo da
célula tumoral.

A Top-2a também é alvo terapéutico de varios farmacos utilizados em
quimioterapia, que inibem a sua fungdo enzimatica, em tumores do sistema
hematopoiético (WANG et al. 1997; BURDEN e OSHERO 1998). Ela
também é alvo de drogas inibidoras de sua agao, frequentemente usado em
tratamento de quimioterapia com a doxorrubicina, que age promovendo a
inibicdo da atividade polimerase da replicacdo do DNA, e também formando
um complexo com o DNA inibindo a atividade das Topisomerases; assim
como da Vincristina que inibe a fusdo do microtubulos do fuso mitdtico
inibindo assim a mitose (HEROLD et al. 2003; YAMAMOTO et al. 2013;
PEDERSEN et al. 2015). Portanto, as drogas anti-Top-2a tem agdo na
interacdo com o DNA impedindo a replicacdo (RODY et al. 2009;
PEDERSEN et al. 2015). No céncer a Top2a pode estar elevada
dependendo do tipo de perda do controle do ciclo celular. Sua atividade
inicia na fase S e tem um pico de concentracao na fase G2 e M. Além disso,
estudos em cancer de mama tem encontrado uma relagao entre o aumento
da expressdao da Top-2A com a diminuicdo da sobrevida livre de doenca

(RODY et al. 2009; YAN et al. 2015).
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2.7.2 ki-67

Na década de 1980, o Ki-67 foi identificado como um antigeno
nuclear associado a proliferacdo. Ele pode ser detectado no processo de
divisdo celular em algumas fases (G1-, S-, G2 e M-fase) n&do sendo
detectado nas células quiescentes (fase GO0). Seus niveis variam de acordo
com a fase do ciclo celular, sendo baixo nas fases G1 e S com pico no inicio
da mitose e uma diminuicdo acentuada apds a mitose (LI et al. 2015). Sua
expressao esta relacionada com a mitose celular, sofrendo fosforilagédo e
desfosforilagdo durante essa fase. A sua quantidade é regulada por um
ajuste preciso entre a sua sintese e degradagéao, sinalizado pela sua meia
vida, que é de uma a uma hora e meia (SCHOLZEN e GERDES 2000;
RAHMANZADEH et al. 2007; LI et al. 2015).

A literatura tem feito referéncia ao papel protetor do Ki-67 para o
comportamento biolégico das neoplasias malignas, uma vez que sua
presenga, de acordo com a quantidade, fornece informagdes sobre a sintese
do DNA na neoplasia. Importante relembrar que a presenca do Ki-67 nao &
exclusividade das neoplasias malignas, ela de fato estd mais predominante
em relagdo as benignas, podendo ser um marcador de transformagéo
(SCHOLZEN e GERDES 2000; RAHMANZADEH et al. 2007; TANG et al.
2009; YERUSHALMI et al. 2010; NAZ et al. 2011; TADBIR et al. 2012;
WAHLIN et al. 2012; PAYANDEH et al. 2015; BERLIN et al. 2017; JIANG et
al. 2017).

Neste contexto, a fosfoproteina nuclear p53 possui uma série de

fungdes regulatorias no desenvolvimento celular e, é expressa a partir de um
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gene regulador chave do ciclo celular que, ao sofrer mutagdes, pode levar
ao desencadeamento de neoplasias malignas. Essa proteina, em situagdes
de normalidade, tem um papel importante nas vias carcinogénicas em
diferentes tecidos, pois atua como um supressor tumoral através de um
bloqueio a proliferagdo tumoral (PARK et al. 2007). A via de atuagdo mais
importante da p53 € a inibicdo da replicacdo do DNA, motivo pelo qual é
conhecida como molécula de “check-point” da progressao do ciclo celular da
fase G1 para a fase S e da fase G para fase M (CHEN et al. 2003;
JANSSEN et al. 2008).

A correlagao do Ki67 com a expressao da p53 tem sido verificada em
estudos com diferentes tipos de neoplasias. Entretanto, como a expressao
dessa proteina pode afetar a expressdo do gene Ki67 ainda ndo esta
totalmente esclarecida. Uma hipétese de mecanismo regulatério de
transcricdo é a acao inibitéria da p53 na transcricdo de genes nos sitios de
ligacdo ao DNA: o Sp1 (proteina especifica Sp1), o qual o Ki-67 possui trés
desses sitios de ligagao (LI et al. 2015). Além disso, a expressao de Ki-67,
tem sido relacionada com a iniciagdo, progressdo, metastase e prognostico
de varios tipos de tumores (YERUSHALMI et al. 2010; LI et al. 2015).
Resultados previos demonstraram uma significativa expresséo da Ki67 em
tecidos malignos comparado aos tecidos normais (LI et al. 2015).

A relagao entre a expresséo de Ki-67 com alguns subtipos de linfoma
ainda é contraditoria e inconclusiva. Alguns estudos correlacionam uma alta
expressao de Ki-67 a uma menor sobrevida, outros apresentaram uma

correlacdo inversa e houve estudos que ndo conseguiram observar relagéo
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entre a Ki-67 e sobrevida (JERKEMAN et al. 2004; LI et al. 2013; HE et al.
2014). Essas observagdes tao diferenciadas podem estar relacionadas ao
fato de que os estudos sobre Ki-67, como marcador, estdo baseados em
métodos laboratoriais e estatisticos variaveis entre si. Este fato associado a
grande variedade de neoplasias e as suas particularidades, tem dificultado o
estabelecimento deste marcador de proliferacdo como ferramenta

progndstica.

2.8 FATORES PROGNOSTICO NO LINFOMA FOLICULAR

O Linfoma folicular tem evolucdo heterogéna, com alguns pacientes
seguindo curso indolente durante anos, enquanto outros evoluem
rapidamente com grandes massas linfonodais, visceromegalias e
necessidade de tratamento (HORNING e ROSENBERG 1984; CASULO et
al. 2015).

Novas estratégias terapéuticas para o tratamento do Linfoma Folicular
(LF) foram desenvolvidas ao longo dos anos. Dentre elas, podemos destacar
a combinagcdo de quimioterapia e interferon alfa, o uso de anticorpos
monoclonais, como o anti-CD20 de maneira isolada ou ligada a um radio
nuclideo, o transplante de células-tronco autdlogas ou células-tronco
alégenicas (MCLAUGHLIN et al. 1998; SOLAL-CELIGNY et al. 1998;
KHOURI et al. 2001; DILLMAN 2002; HUNAULT-BERGER et al. 2009;
MARCUS et al. 2017).

Apesar desses tratamentos terem demonstrado uma boa atividade
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em ensaios clinicos, estas novas terapias apresentam toxicidade
significativa, além de terem um alto custo. Assim, um indice progndstico
mais adequado a essas novas terapias seria uma ferramenta valiosa para
auxiliar na definicdo de risco e tragar estratégia individualizada para cada
paciente (SOLAL-CELIGNY et al. 2004; SEHN et al. 2007).

Vérios indices prognédsticos tem sido estudado, com objetivos de
identificar pacientes com doenga mais agressiva e resposta curta ao
tratamento. Os mais estudados e utilizados sdo o grau histolégico e o que
utiliza parametros clinicos e laboratoriais de facil aplicagdo: FLIPI
(abreviatura em inglés de Follicular Lymphoma Internacional Prognostic
index). A primeira versao deste indice foi publicada em 2004 e a segunda
versdo (FLIPI2) em 2009 (SOLAL-CELIGNY et al. 2004; FEDERICO et al.
2009; HARRIS et al. 1999).

O FLIPI leva em consideragao alguns parametros: idade superior a 60
anos; estadio Ill e IV; anemia com hemoglobina (hb) <120g/l; numero de
areas nodais envolvidas maior que 4 e desidrogenase latica (DHL) maior
que o limite superior da normalidade. O FLIPI2 utiliza os seguintes
parametros: idade superior a 60 anos; envolvimento de medula &ssea;
anemia com hb<120g/l; linfonodos envolvidos com mais de 6cm e beta-2-
microglobulina maior que o limite superior da normalidade. Assim, os
pacientes sao classificados de acordo com o risco e consequentemente
probabilidade de sobrevida em 10 anos: baixo risco tem até um parametro
(Sobrevida Global (SG) = 70,7%); risco intermediario tem até 2 parametros

(SG=50,4%) e alto risco com 3 ou mais parametros (SG=35,5%) (SOLAL-
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CELIGNY et al. 2004; FEDERICO et al. 2009). O FLIPI é usado atualmente
para definir o risco individual de morte e o grau de tumor (CHAU et al. 2003;
SWENSON et al. 2005; VAN DE SCHANS et al. 2009; RELANDER et al.
2010). O FLIPI 2 foi desenvolvido como um novo modelo para a definicdo
prognéstica de pacientes com LF (SWENSON et al. 2005). Ele se encaixa
melhor na realidade atual do problema, ja que foi desenvolvido com
pacientes tratados com imunoterapia e discrimina em grupos de acordo com
um intervalo livre de progressdo da doenga, que € uma variavel mais
apropriada e precisa para LF (FEDERICO et al. 2009; BAl e HUANG 2015;
PROVENCIO et al. 2017).

No entanto, o FLIPI foi construido antes da era dos anticorpos
monoclonais e o0 estudo coorte inicial ndo representa o curso atual da
doenga. Além disso, o FLIPI esta baseado na analise retrospectiva de dados
arquivados e os resultados sao limitados pela selecao de pacientes, dados
faltantes e nenhuma inclusdo de parametros mais recentemente relatados.
Finalmente, embora a sobrevida global (SG) seja o ponto final ideal, a
criacdo de um indice com esse ponto final ndo é realista nos casos de
Linfoma Folicular, enquanto que a sobrevida livre de progressao (SLP) é um
substituto adequado (FEDERICO et al. 2009).

Estes parédmetros ainda apresentam limitacbes na predicdo da
evolucdo do paciente, da indicagdao de tratamento e reforga a necessidade
de pesquisas para validar novos parametros biolégicos que possam
aumentar a precisdo do progndstico. Portanto, faz-se necessario e urgente

identificar mais biomarcadores para estratificar com precisdo o grupo de
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pacientes com resultados mais desfavoraveis e assim formular os regimes
de tratamento individuais (HE et al. 2014; PROVENCIO et al. 2017).

Varios outros preditores de risco tem sido avaliados, porém de dificil
utilizacdo clinica como: estudo de genes; mudangas no microambiente
tumoral do LF; modifica¢des nas histonas (DAVE et al. 2004; FARINHA et al.
2005; GLAS et al. 2005; SMITH et al. 2013).

O m7-FLIPI, que utiliza o estado mutacional de sete genes, associado
ao FLIPI e performace estado ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group)
foi criando usando tecnologia mais atual, buscando identificar grupo de pior
prognéstico no LF. Quando incorporado na pratica na clinica, podera
extratificar melhor os pacientes com LF ( PASTORE et al. 2015; JURINOVIC
et al. 2016)

O imunofendtipo das células neoplasicas tem sido motivo de
investigacdo. O Indice de Proliferagdo mostrou valor prognéstico no LF por
alguns autores (MARTIN et al. 1995; HALL et al. 1988; SWERDLOW et al.
1993). Outros marcadores ndo tem mostrado resultados progndsticos
consistentes, como a familia de proteinas BCL2 (LOGSDON et al. 1999).
Dentre os marcadores do centro germinativo, o PU-1 mostrou um ter relagao
com sobrevida, o que ndo ocorre com o marcador de membrana CD10 e o
BCL6 (TORLAKOVIC et al. 2006).

No que se refere a proliferacao celular, alguns marcadores tem sido
foco de estudos que visam valida-los como ferramentas para aprimorar o
progndstico de Linfomas, incluindo-se o Folicular, dos quais descatam-se a

Top-2a e o Ki-67 (HALL et al. 1988; BRYANT et al. 2006; KALPADAKIS et
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al. 2007; DETERMANN et al. 2008; BROYDE et al. 2009; KLAPPER et al.
2009; NAZ et al. 2011; DHALL et al. 2012; HASHMI et al. 2014; HE et al.
2014; PAYANDEH et al. 2015; BERLIN et al. 2017; CIEPLINSKI et al. 2018).

A mutagdo da p53 ao diagndstico foi associada com uma sobrevida
inferior (O’SHEA et al. 2008).

Superexpressdo da SOCS3, citoquina supressora que inibe a
citoquina sinalizadora da Janus quinase (via JAK-STAT), foi associada como
um fator prognéstico desfavoravel no LF (KRISHNADASAN et al. 2006).

Diante da complexidade das alteracdes metabdlicas e moleculares
que ocorrem nas neoplasias, torna-se fundamental compreender a acao e a
modulacdo desses marcadores de proliferagdo celular para que estes
possam ser seguramente incluidos como variavel nos progndsticos de

linfomas.
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3 JUSTIFICATIVA

A Top-2A tem sido estudada em diversos tumores e sua expressao
tem correlacdo com a diminuigdo da sobrevida livre de doenga e com o Ki-
67, porém nao ha estudos com LF (RODY et al. 2009; YAN et al. 2015).
Assim, devido a falta de dados na literatura e na busca de novos
marcadores prognosticos decidimos estudar o papel progndstico da Top-2A
no LF.

A relagao entre a expressao de Ki-67 com alguns subtipos de linfoma
ainda é contraditdria. Alguns estudos correlacionam uma alta expressao de
Ki-67 a uma menor sobrevida, outros apresentaram uma correlagéo inversa
e houve estudos que n&do conseguiram observar relacdo entre a Ki-67 e
sobrevida (JERKEMAN et al. 2004; LI et al. 2013; HE et al. 2014). Decidimos
estudar a relagdo do Ki67 com prognéstico de LF devido aos dados
controversos na literatura, facilidade de uso e sua associagcdo positiva em

varias neoplasias.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

Determinar o valor prognostico da imunoexpressao de marcadores de

proliferacao celular: Ki-67 e Top-2a.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Correlacionar Ki-67 e Top2a com as variaveis clinicas e histologicas;
2 Estabelecer as relagdes de probabilidade de sobrevida entre as

variaveis.
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5 MATERIAL E METODOS

51 AMOSTRA

Foram estudados 170 casos diagnosticados como LF, sendo 100
mulheres e 70 homens com média de idade de 56,1 anos, do Departamento
de Patologia do A.C.Camargo Cancer Center, do ano de 2004 a 2015 de
acordo a a classificagdo da WHO (CAMPO et al. 2011).

Os sujeitos desta pesquisa tiveram os dados de evolugéo clinica e
laboratorial analisados, e disponibilidade de tecido tumoral arquivado em
blocos de parafina. Foram excluidos pacientes com linfoma agressivo
concomitante ao diagnéstico, individuos com infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana e doenca cutanea localizada. Somente foram
incluidos pacientes que receberam tratamento com rituximabe.

O presente projeto, 2531/18, foi submetido a aprovagdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Instituigdo. Os dados clinicos e laboratoriais
necessarios foram coletados dos prontuarios dos pacientes. Nenhuma nova
intervencao foi necessaria para este estudo (novas coletas de liquidos ou
tecidos), e apenas o pequisador principal teve informag&o sobre a identidade

dos pacientes para proceder a adequada coleta dos dados e tecidos.
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5.2 HISTOLOGIA

As amostras de tecido tumoral incluidas em parafina e em laminas
histologicas, foram recuperadas dos arquivos do Departamento de Anatomia
Patolégica da Instituicdo e reavaliadas histologicamente, coloridas com
Eosina e Hematoxilina. Avaliou-se o grau histologico, segundo os critérios da
OMS de 2008. Duas areas de 1Tmm de diametro incluindo tumor foram
selecionadas para construgdo de um microarranjo de tecidos (TMA, do
inglés, tissue microarray) e colocado com os anticorpos destacados abaixo
para analise de imunohistoquimica. Desta forma, o restante do tecido ficou

integro, sem prejuizo para futuras demandas pelo paciente ou responsavel.

5.3 IMUNOHISTOQUIMICA

Cortes do TMA foram submetidos a estudo imunohistoquimico, com
preparo da amostra, recuperagéo antigénica, desparafinizagdo e preparo
com anticorpos para marcadores de proliferacao celular, Ki-67 da fabricante
Dako, e Top-2 da fabricante Leica.

As laminas foram mergulhadas em tampdo de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA)/TRIS, levadas em banho-maria, a
temperatura de 97,5°C por 40 minutos. Apds resfriarem em temperatura
ambiente por 20 minutos, as laminas foram lavadas em agua destilada e
colocadas em solucao tampao salina de fosfato (PBS) com TWIN 20 (Sigma

cbédigo P7949), sendo realizados trés banhos de cinco minutos cada. Em
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seguida, os cortes foram incubados com os anticorpos previamente diluidos
em uma solucado de PBS-TWIN20+BSA a 0,1%.

Nas laminas de TMA foram avaliadas os marcadores de maneira
quantitativa [nimero de células positivas por um?], realizada através das
imagens por microscopia e capturadas por camera de 20x dos preparados
imunoistoquimicos no aparelho Aperio Scanscope®, sediado no
A.C.Camargo Cancer Center.

Cada lamina de TMA foi mapeada e programada para analise pelo
algoritmo “Positive Pixel Count (v.9)”, utilizando o sistema TMA Lab. Areas
de fibrose ou necrose foram eliminadas utilizando o sistema "pen tool". O
algoritmo mencionado classifica os pixels, em cada spot de TMA, como “0”
(negativo), “1” (positivo fraco), “2” (positivo médio) e “3” (positivo forte). Estes
dados foram processados como se segue:

Marcadores do nucleo de populagdes especificas do
microambiente celular como Top2a e ki67, eram realizados um
escore de cada caso e calculado dividindo-se o numero de pixels
de qualquer positividade pelo numero total de pixels (fracdo de
positividade), conforme a formula: =3(n. Positivo forte/n. Pixel total)
x 100 + 2(n. Positivo moderado/ n. Pixel total)x100 + 1(n. Positivo

fraco/ n. Pixel total)x100. O resultado sera entre 1 e 300.

Os dados obtidos pela quantificagdo imunohistoquimica dos
marcadores de proliferagdo celular foram relacionados com o grau

histoloégico atribuido classicamente, com o FLIPl, a sobrevida global,
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sobrevida livre de doencga e o risco de transformagao para linfoma agressivo.
Esta relacdo foi estudada de modo bivariada e multivariada, com o objetivo
de verificar se algum dos marcadores de proliferacdo, associado ou ndo a

outros classicos, apresentam valor independente de prognadstico.

5.4 DADOS CLINICOS

Os dados clinicos relevantes foram coletados nos prontuarios do
paciente, incluindo: idade no diagnostico, sexo, estadiamento de Ann Arbor,
presenca de sintomas B, presenca de doenca volumétrica (> 6¢cm), presenca
de doencga extranodal (excluindo medula 6ssea), presencga de Infiltracdo da
medula Ossea no diagnostico, regime terapéutico de primeira linha e
utilizagcao de manutengcdo com imunobioldgicos.

Além disso, a data do diagnéstico, a data da primeira recaida (quando
disponivel) e a data do ultimo acompanhamento foram calculadas
adicionalmente. A resposta ao tratamento foi avaliada com PET e quando
nao disponivel por tomografia computadorizada. Também avaliamos os
escores prognosticos para LF, o FLIPI.

A resposta a terapia inicial foi coletada de casos tratados com o
esquema R-CVP ( rituximab, ciclofosfamida e vincristina) e R-CHOP
(rituximab, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona). A
resposta foi classificada de acordo com o critério do Internacional Woking
Group Criteria: completa, resposta parcial, doenca progressiva e doenca

primariamente refrataria ( CHESON et al. 2000)
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises foram realizadas por meio do software Stata Statistical
Software® 12.0 (College Station, Texas, Estados Unidos), sendo as variaveis
categoricas distribuidas em percentuais e as variaveis continuas
sumarizadas por meio de mediana e intervalo interquartil (IQR) ou por
meédias e intervalos de confiangca a 95%, de acordo com o resultado do teste
de Shapiro-Wilk para normalidade das distribui¢des.

As variaveis numeéricas foram analisadas pelo teste t de student nao
pareado ou seu analogo nao paramétrico teste de Mann-Whitney para
avaliar a diferencga estatistica entre dois grupos e a ANOVA para verificar a
diferenca estatistica em variaveis com dois ou mais grupos, ou seu analogo
nao parameétrico Kruskal-Wallis. Foi realizado também a correlagéao de
Spearman para determinagao de coeficiente de correlagdo destas variaveis.

A analise multipla foi conduzida pela regressdo de Cox utilizando o
método de retirada progressiva das variaveis (stepwise backward) passo a
passo, com base em um conjunto inicial de variaveis composto por aquelas
com valor p < 0,20 na analise bivariada ou quando possuiam plausibilidade
bioldgica.

A probabilidade de sobrevida foi calculada utilizando o tempo
decorrido entre o diagndstico de linfoma folicular e a data do obito,
considerando este desfecho como falha e sua ndo ocorréncia como censura.
O tempo livre de progressao foi calculado utilizando o tempo decorrido entre

o diagnéstico de linfoma folicular e a data da progressao tumoral,
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considerando este desfecho como falha e sua nao ocorréncia como censura.
Utilizou-se a curva de Kaplan-Meier para representacdo grafica das
funcdes de sobrevida que foram analisadas pelo teste bivariado de Log-rank,

considerando significante estatisticamente o valor de p < 0,05 bicaudal.
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6 RESULTADOS

Foram avaliados 170 pacientes, a média da idade dos pacientes do
sexo masculino foi igual a 55,6 anos (Min=21; Max=79) (IC95%=52,5-58,7) e
dos pacientes do sexo feminino igual a 56,4 anos (Min=19; Max=91)
(1C95%=53,9-58,9), sem diferenca estatistica. A distribuicdo percentual das

variaveis clinicas e patoldgicas foi discriminada na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas e patolégicas de pacientes com linfoma
folicular

Variaveis n %
Idade em anos (média, 1C95%) 56,1 (54,1 - 58,0)
Sexo
Masculino 70 41,2
Feminino 100 58,8
Sintomas B
Presente 58 341
Ausente 109 64,1
Indisponivel 3 1,8
Bulky
Presente 43 25,3
Ausente 115 67,6
Indisponivel 12 7.1
Extranodal
Sim 58 341
Nao 103 60,6
Indisponivel 9 53
Estadiamento
1 12 7.1

2 16 9,4
3 50 294
4 92 54,1
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Cont/Tabela 2

Variaveis n %
Medula éssea envolvida no
diagndstico
Sim 74 55,3
Nao 94 43,5
Indisponivel 2 1,2
FLIPI
Baixo risco 35 20,6
Médio risco 70 41,2
Alto risco 52 30,6
Indisponivel 13 7,6
Ki-67 (mediana, IQR) 2,39 (0,86 — 5,70)
Top-2a (mediana, IQR) 84,64 (40,46 — 145,12)
Obito
Sim 28 16,5
Nao 142 83,5
Progresséo do tumor
Sim 63 371
Nao 107 62,9
Resposta a quimioterapia
Completa 123 72,4
Parcial 27 15,9
Progresséao 8 4,7
Refratario 4 2,3
Indisponivel 8 47

Manutencgao posterior com
imunobiolégicos

Sim 94 55,3
Nao 70 41,2
Indisponivel 6 3,5

IC95%: intervalo de confianga a 95%; IQR: intervalo interquartil.

Os pacientes cuja resposta a quimioterapia foi a progressdo da
doenga (8/170) apresentaram mediana do marcador de proliferagcado celular
Ki-67 = 7,79 (IQR= 4,94 - 14,89) maior que os pacientes que nao
apresentaram progressao de 2,39 (IQR = 0,91 - §,71), sendo p=0,035. O
mesmo comportamento também foi observado para o marcador de
proliferagdo celular Top-2a, cujas medianas entre os pacientes que houve

progressao de 194,37 (IQR = 156,59 - 227,59) em resposta a quimioterapia
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foram estatisticamente diferentes (p=0,018) e maiores que entre os
pacientes sem progressao como resposta a quimioterapia de 81,15 (IQR =

39,47 - 141,35), como pode ser observado na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3 - Comparacao estatistica das medianas e respectivos intervalos
interquartis dos marcadores de proliferacdo celular em pacientes com
linfoma folicular.

Marcadores de Resposta a quimioterapia

, ~ Y
proliferagao celular Progresséo (n=8) Outras (n=154)
Ki-67 7,79 (4,94-14,89) 2,39 (0,91-5,71) 0,035
Top-22 194,37 (156,59-227,59) 81,15 (39,47-141,35) 0,018

Quanto maior os valores do marcador de proliferacdo celular Ki-67
menor foi o tempo livre da progressdo (TLP) tumoral apds o inicio da
quimioterapia (rho = -0,28; p<0,01). As correlagdes realizadas neste estudo

podem ser observadas na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4 - Matriz de correlagdo das variaveis avaliadas em pacientes com
linfoma folicular.

Variaveis Ki-67 Top-2a Estadio Idade Flipi TLP
Ki-67 100
Top-22 0,20¢ 1,00
Estadio 0,06 0,11 1,00
|dade 0,23 0,09 0,11 1,00
FLIPI 0,21 -0,02 0,40* 0,32* 1,00
P -0,28* 0,20 0,01 -0,33* 0,21 1,00

TLP: tempo livre de progressao apos inicio da quimioterapia (meses); *p < 0,05
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A Tabela 5 a seguir apresenta o risco relativo para ocorréncia do ébito
enquanto a tabela 6 apresenta o risco relativo para a progresséo da doencga
em pacientes com linfoma folicular, e em ambos os casos segundo a
presenga das variaveis clinicas e patoldgicas.

Apds 5 anos do diagndstico a probabilidade de sobrevida entre os
pacientes com linfoma folicular foi igual a 86,8% (1C95% = 80,2 - 91,3). Os
pacientes idosos obtiveram indice de 74,3% (1C95% = 59,8 - 84,2). Sendo
assim, os idosos apresentaram probabilidade de sobrevida 18,4% menor
que os pacientes nao idosos (92,7%; 1C95% = 85,2 - 96,5), apds 5 anos do
diagndstico, com diferencga estatistica (p=0,0002).

A probabilidade de sobrevida entre pacientes com presenca de
sintomas B (67,1%; 1C95% = 52,2 - 78,3) foi estatisticamente menor (28,4%;
p<0,01) que a probabilidade de sobrevida em pacientes sem a presenga de
sintomas B (95,5%; 1C95% = 88,1- 98,3), apds 5 anos do diagndstico.

Os pacientes que realizaram manutencdo com imunobiologicos
(97,4%; 1C95% = 90,0 - 99,4) apresentaram probabilidade de sobrevida
global 22,2% (p=0,002) maior apds 5 anos do diagndstico que os pacientes
que nao fizeram (75,2%; 1C95% = 62,5 - 84,1). Estes dados podem ser

observados na Tabela 5 abaixo e na curva de sobrevida da Figura 5.



52

o
o
<
I aESpSSsse=ney
I Manuteng&o com imunobiolégicos
W 1 T e e e e e e
w M~ -
T o : R
S Sem manutencéo com imunobiolégicos
Q
a
]
7]
39
@ %21
o O
©
o
=
M
2
Tel
a o
o Log rank (p=0,002)
o
o 4
o

T

T T T
0 50 100 150 200
Tempo decorrido entre o diagnéstico e o 6bito (meses)

Figura 5 - Curva de Kaplan-Meier com a probabilidade de sobrevida em

pacientes com linfoma folicular segundo o uso de manutengdo com
imunobiolégicos.
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Tabela 5 - Risco relativo para ocorréncia de 6bito em pacientes com linfoma
folicular segundo a presenga das variaveis clinicas e patoldgicas.

Variaveis Bivariada Multipla
RR 1C95% p RR 1C95% P
Idade
= 60 anos 4,08 1,76 -10,25 <0,01 44,85 6,25-321,88 <0,01
< 60 anos 1,00 1,00
Sexo
Masculino 1,98 0,88 — 4,59 0,07 21,57 3,39-136,97 <0,01
Feminino 1,00 1,00
Sintomas B
Presente 5,89 2,48 - 5,46 <0,01 16,23 2,38-110,96  <0,01
Ausente 1,00 1,00
Bulky
Presente 2,72 1,12-6,44 0,02 1,17 0,26 — 5,37 0,83
Ausente 1,00 1,00
Extranodal
Sim 2,62 1,08 — 6,58 0,02 1,14 0,28 — 4,57 0,85
Nao 1,00 1,00
Estadiamento
1 1,00 1,00
2 1,01 0,07 - 13,95 0,99 7,88 0,26 — 241,78 0,24
3 0,63 0,10 - 6,67 0,58 0,33 0,01 —-19,59 0,59
4 1,34 0,32-11,89 0,75 0,16 0,01 -18,38 0,45
Medula éssea envolvida no diagnéstico
Sim 2,15 0,93-524 0,054 7,72 0,41 —145,02 0,17
Nao 1,00 1,00
FLIPI
Baixo risco 1,00 1,00
Médio risco 1,46 0,24 - 15,30 0,69 0,88 0,03 — 24,01 0,94
Alto risco 8,62 2,08-76,35 <0,01 1,60 0,05 -52,17 0,79
Progresséo do tumor
Sim - - - - - -
Nao
Resposta a quimioterapia
Completa 1,00 1,00
Parcial 2,93 0,79-942 0,07 1,68 0,27 — 10,25 0,58
Progresséao 51,45 16,62 — <0,01 410,01 24,74 — <0,01
149,73 6793,95
Refratario 37,88 6,69-147,10 <0,01 4,81 0,36 — 64,28 0,23
Manutengao posterior com imunobiolégicos
Sim 0,26 0,08 - 0,67 <0,01 0,36 0,78-1,72 0,20
Nao 1,00 1,00

FLIPI: Follicular Lymphoma International Prognostic Index; RR: risco relativo; 1C95%:

intervalo de confianca a 95%.
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Na Tabela 5 pode-se observar que na regressdo de Cox (analise
multipla), os pacientes idosos e do sexo masculino com linfoma folicular
apresentaram risco elevado para o 6bito quando comparado com pacientes
nao idosos e do sexo feminino, respectivamente. Na analise multipla pela
regressdo de Cox, a idade maior igual a 60 anos aumentou o risco de
progressdo em 2 vezes em pacientes com linfoma folicular quando
comparados com pacientes com idade inferior a 60 anos (Tabela 6).

A presencga de sintomas B aumentou o risco de ébito em 16 vezes em
pacientes com linfoma folicular, quando comparado com pacientes com este
tipo de linfoma, mas sem a presenca de sintomas B. Os pacientes que
apresentaram como resposta a quimioterapia a progressao do tumor tiveram

risco significativamente elevado para o 6bito.
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Tabela 6 - Risco relativo para ocorréncia de progressao tumoral em
pacientes com linfoma folicular segundo a presencga das variaveis clinicas e
patoldgicas.

Variaveis Bivariada Multipla
RR 1C95% p RR 1C95% P
Idade
= 60 anos 1,55 0,91-2,61 0,09 2,32 1,14 - 4,72 0,02
< 60 anos 1,00 1,00
Sexo
Masculino 1,45 0,85-2,45 0,14 1,73 0,90 - 3,34 0,10
Feminino 1,00 1,00
Sintomas B
Presente 2,71 1,59 — 4,63 <0,01 2,97 1,50 - 5,88 <0,01
Ausente 1,00 1,00
Bulky
Presente 0,91 0,45-1,72 0,79 0,65 0,29 -1,44 0,29
Ausente 1,00 1,00
Extranodal
Sim 1,80 1,04 - 3,12 0,03 1,24 0,58 - 2,62 0,57
Nao 1,00 1,00
Estadiamento
1 1,00 1,00
2 0,59 0,09 - 2,86 0,45 0,37 0,03 -4,08 0,42
3 0,63 0,21 -2,25 0,38 0,64 0,13 -3,29 0,60
4 1,20 0,47 — 3,88 0,74 0,81 0,13 -5,22 0,83
Medula 6ssea envolvida no diagnéstico
Sim 1,72 1,01 - 2,96 0,03 1,14 0,36 — 3,65 0,82
Nao 1,00 1,00
FLIPI
Baixo risco 1,00 1,00
Médio risco 1,39 0,64 — 3,27 0,39 1,06 0,38 -2,95 0,91
Alto risco 2,44 1,13 -5,69 0,02 0,79 0,25-2,55 0,70
Resposta a quimioterapia
Completa 1,00 1,00
Parcial 2,65 1,28 - 5,17 <0,01 4,26 1,78 -10,17 <0,01
Progressao 31,16 12,43 — 68,81 <0,01 63,85 13,76 -296,36 <0,01
Refratario 20,18 5,19-56,76 <0,01 19,27 4,14 — 89,78 <0,01
Manutengao posterior com imunobiolégicos
Sim 0,64 0,37 - 1,11 0,09 0,97 0,46 — 2,06 0,94
Nao 1,00 1,00

FLIPI: Follicular Lymphoma International Prognostic Index; RR: risco relativo; 1C95%:
intervalo de confianca a 95%.
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Apdés 5 anos do diagndstico, a probabilidade de nao ocorrer
progressdo nos pacientes com linfoma folicular foi igual a 64,5%
(1C95%=56,0-71,8). Oito anos apos o diagndstico de linfoma folicular foi o
tempo em que metade dos pacientes (probabilidade mediana) apresentaram
progressao tumoral.

Apds cinco anos do diagndstico de linfoma folicular, a probabilidade
de sobrevida entre pacientes que apresentaram Ki-67 < 7 foi igual a 90,0%
(1C95%=81,0-95,0), enquanto que os que apresentaram Ki-67 = 7 a
probabilidade de sobrevida foi igual a 81,0% (IC95%=68,9-88,7), como pode
ser observado na figura 6. Sendo assim, os pacientes com linfoma folicular
que apresentaram Ki-67 = 7 tiveram uma probabilidade de sobrevida 9%
inferior aos pacientes com a mesma condi¢do patoldégica, mas que os
valores do Ki-67 foram inferiores a 7. Esse comportamento n&o foi
observado para o marcador Top-2a, nao encontrando diferenca estatistica

entre os pontos de coorte como pode ser observado na Figura 7.
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Figura 6 - Curva de Kaplan-Meier com a probabilidade de sobrevida em
pacientes com linfoma folicular segundo a presenga do marcador

proliferacao celular Ki-67.
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Figura 7 - Curva de Kaplan-Meier com a probabilidade de sobrevida em
pacientes com linfoma folicular segundo a presengca do marcador de

proliferacéo celular Top-2a.
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Os pacientes que com Ki67>=7 que fizeram manutengdo com
imunobiolégicos também tiveram sobrevida maior comparado aos que nao
fizeram (p=0,04), como pode ser observado na figura 8. A probabilidade de
sobrevida apds 5 anos do diagndstico foi igual a 69,8% (1C95%, 50,7-82,6)
entre os pacientes com Ki67 >= 7 sem manutencéo e igual a 97,6% (1C95%,

84,1-99,6) entre os pacientes com Ki67 >= 7 com manutengao.
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Figura 8 - Curva de Kaplan-Meier com a probabilidade de sobrevida em
pacientes com linfoma folicular com Ki67>=7 segundo a utilizacdo de
manutengcdo com imunobioldgicos.

Apds 5 anos de diagndstico, os pacientes classificados com FLIPI de
alto risco (50,5%; 1C95%=34,7-64,3) apresentaram probabilidade de

permanecer sem progressao quase 20% (p=0,03) menor que os pacientes

classificados com FLIPI de médio risco (70,0%; IC95%=56,9-79,8).
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Figura 9 - Curva de Kaplan-Meier com a probabilidade de sobrevida em
pacientes com linfoma folicular segundo a classificagdo do FLIPI.

A probabilidade mediana de sobrevida (tempo em que metade das
pessoas acompanhadas evoluiu ao ébito) em pacientes com linfoma folicular
classificados com FLIPI de alto risco ocorreu ap6és 8 anos do diagndstico,
como pode ser observado na Figura 9.

O tempo necessario para que metade dos pacientes seguidos
apresentasse a progressao tumoral foi quase 6 anos menor entre aqueles
que apresentaram sintomas B (3,8 anos) quando comparados com os que
nao apresentaram (9,6 anos).

A presenca de sintomas B em pacientes com linfoma folicular triplicou
0 risco de progressdo tumoral quando comparado com pacientes sem a
presenca de sintomas B (Figura 10). Em relagao a resposta a quimioterapia,

os pacientes com linfoma folicular que apresentaram o tipo parcial tiveram
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um risco 78% maior de progressao do que os pacientes que apresentaram

resposta completa.
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Figura 10 - Curva de Kaplan-Meier com a probabilidade de permanecer sem
progressao segundo a presencga de sintomas B.
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7 DISCUSSAO

Em pacientes com LF apdés cinco anos do diagnostico, a
probabilidade de sobrevida entre os que apresentaram Ki-67 < 7 foi
significantemente superior aos que apresentaram Ki-67 =7. Isto representa
uma probabilidade de sobrevida 9% inferior para os pacientes que
apresentaram Ki-67 = 7. Um valor maior do marcador de proliferagao celular
Ki-67 foi também associado com um menor tempo livre da progresséao (TLP)
tumoral apds o inicio da quimioterapia. Esse comportamento e relacdo nao
foi observado para o marcador Top-2a, ndo encontrando diferenca
estatistica entre os pontos de coorte. Estes resultados com relagéo a Top2a
foram semelhantes ao observado em estudo com cancer de mama (ZOLA
2009). Em outro estudo, observaram uma associacao significativa de IP Ki-
67 > 45% em relagcdo aos sintomas de B e ao local de envolvimento, em
termos de origem extranodal, para o linfoma ndo Hodgkin. Essas
correlagdes demonstram o papel significativo do alto valor de Ki-67 IP, para
estabelecer a atividade proliferativa do tumor como marcador de indice de
prognostico juntamente com parametros clinicos no momento do diagnostico
(ARISAWA et al. 1999; NAZ et al. 2011; KEDMI et al. 2014).

Uma correlagao altamente significativa entre a propor¢cao de células
positivas para Ki-67 e a classificagdo em LNH maligno de alta e baixa
agressividade ja foi demonstrada previamente. Além disso, também foi
observado a existéncia de uma correlagédo positiva entre o progndstico e as

taxas de proliferacdo em disturbios linfoproliferativos de células B e T
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cronicas (MELO et al. 1992; HOSTER et al. 2008). Assim, o Ki-67 parece
fornecer informacbes precoces e precisas sobre o valor progndstico em
conjunto com os dados clinicos (BROWN e GATTER 1990; NAZ et al. 2011).

No entanto, os resultados sobre a relacdo entre a expressao de Ki-67
e alguns subtipos de linfoma ainda sdo contraditorios e pouco conclusivos.
Um grupo de estudos demonstraram que uma alta expressdo de Ki-67 se
correlaciona com taxas de sobrevida menores, outros estudos ndo
observaram essa associagdo ou observaram resultados inversos
(JERKEMAN et al. 2004; LI et al. 2013; HE et al. 2014). Nosso resultados
no presente estudo, apoiam o papel deste marcador como valor prognéstico,
uma vez que foi observado que apds cinco anos do diagndstico de linfoma
folicular, a probabilidade de sobrevida foi maior entre pacientes que
apresentaram os menores valores de Ki-67.

Em nosso trabalho, os pacientes que tiveram progressao da doenca
em resposta a quimioterapia apresentaram um marcador de proliferacao
celular Ki-67 significantemente maior que os que néo apresentaram
progressdo. O mesmo comportamento também foi observado para o
marcador de proliferagdo celular Top-2a (valores de mediana maiores em
pacientes que tiveram progressdao em resposta a quimioterapia). Este
achado é importante pois permite diferenciar um subgrupo de progndstico
ruim, e eleger estes marcadores como fatores progndsticos (DINGEMANS et
al. 1998; PROVENCIO et al. 2003). Apesar do presente estudo nao ter
avaliado a expressao da p53, uma maior presenca da Top-2a esta de acordo
com a nogao de que em quadros neoplasicos ocorre a inativagao da proteina

p53, o que permite a proliferacdo celular sendo observado uma
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superexpressdao da Top-2a (ZOLA 2009). O IP Ki-67 mais elevado esta
associado a um mau prognostico, tanto em malignidades soélidas como
hematoldgicas (HALL et al. 1988; NAZ et al. 2011). Assim, o Ki-67 tem sido
considerado um excelente marcador para determinar a fragdo de
crescimento de uma determinada populagdo de células (ZEGGAI et al.
2016).

No presente estudo, a Top-2a apresentou baixa correlagdo positiva
com a Ki-67 nas amostras de pacientes com LF, somente sendo
concordante nos pacientes que apresentaram progressao da doenga como
resposta a quimioterapia. Entretanto a correlagdo entre a Top-2a e o Ki-67
para diferentes tipos de linfomas, ainda apresentam resultados contraditorios
na literatura. Alguns estudos demonstraram que existe uma correlagado
positiva entre esses dois marcadores (LOHRI et al. 1997; PROVENCIO et al.
2003; DOUSSIS-ANAGNOSTOPOULOU et al. 2008) mas poucos sao
estudos sobre Linfoma Folicular (HASHMI et al. 2014). Estas controvérsias
podem estar relacionadas a grande heterogenidade dos tumores analisados,
diferencas entre os métodos imunohistoquimicos utlizados, a interpretacao
dos dados, assim como o tempo de estocagem das amostras em parafina
(NIELSEN et al. 2004).

A Top-2a também apresentou uma relacdo com outros marcadores
de proliferacdo além do Ki-67. No estudo de BRIZOVA et al. (2010) em
linfoma de células do manto, conseguiram demonstrar que existe uma
relacao linear entre TPX 2 e Top-2a. Neste estudo, os padrées de expressao
dessas enzimas apresentaram-se similares durante todo ciclo celular. Por

sua vez, o Ki-67 mostrou que a sua presenca é dependente da duracido da
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fase G1 da proliferacdo. Com esses achados, os pesquisadores concluiram
que a expressao de Top-2a e TPX 2 fornecem melhores estimativas das
células ciclicas, podendo ser considerada um marcador de proliferagdo para
um prognéstico clinico de pacientes com linfoma de células do manto
comparado a expresséo de Ki-67 (BRIZOVA et al. 2010).

No presente estudo retrospectivo, os resultados obtidos com relacdo
a sobrevida e o risco de progressado relacionado ao género, idade e a
presencga de sintomas B (A sobrevida entre os pacientes com LF foi igual a
86,8% ; os pacientes idosos obtiveram sobrevida de 74,3% ; a presenca de
sintomas B aumentou o risco de obito em 16 vezes e triplicou o risco de
progressao tumoral) estdo de acordo com a literatura, identificando que a
amostra foi adequada para analise (CECYN et al. 2000; MAARTENSE et al.
2000; CRONIN-FENTON et al. 2006; HALLACK NETO et al. 2006; MOLLER
et al. 2006; FARINHA et al. 2010; CONCONI et al. 2012).

Os pacientes que realizaram manutengcdo com imunobioldgicos
tiveram uma probabilidade de sobrevida em 22% maiores que 0s que nao
fizeram e ndo houve aumento da sobrevida livre de progressao. A literatura
mostra que ha um aumento da sobrevida livre de progressao para os que
fizeram uso de imunobioldgicos, mas nao da sobrevida global (SALLES et al.
2011; VIDAL et al. 2017). Talvez esta diferenga tenha ocorrido pelo fato que
somente 55% dos pacientes fizeram manutengdo com imunobioldgicos,
reduzindo a amostragem, e pelo fato que longo seguimento clinico ser
necessario para avaliar diferengas significativas.

Avaliamos que os pacientes classificados com FLIPI de alto risco

apresentaram probabilidade de permanecer sem progressdo quase 20%
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menor que os pacientes classificados com FLIPI de médio risco . A
probabilidade mediana de sobrevida (tempo em que metade das pessoas
acompanhadas evoluiu ao ébito) em pacientes classificados com FLIPI de
alto risco ocorreu ap6s 8 anos do diagnostico. Estes dados sé&o
concordantes com os da literatura médica atual (SOLAL-CELIGNY et al.
2004; SWENSON et al. 2005).

Nosso estudo apresenta algumas limitagdes, por ser retrospectivo e
também por conter uma populagdo heterogénea, com tipos de tratamentos
ndao homogéneos em que somente 55% da populagédo recebeu manutencéo
com imunobiolégicos.

Novos marcadores ainda representam um desafio no LF. Futuros
trabalhos devem focar em exames de facil acesso e reprodutibilidade. Isto
abre uma perspectiva para um analise mais detalhada de marcadores de
proliferacdo celular como Ki67 e Top2a, outros marcadores como p53 e
novas tecnologias como painéis de expressdo génica (GLAS et al. 2005). E
necessario o desenvolvimento de trabalhos prospectivos para que estes
novos marcadores possam oferecer o melhor tratamento, no momento mais
oportuno, de acordo com as praticas para que caminha a oncologia, no
sentido de uma medicina personalizada.

Nosso estudo corrobora o Ki67 como um promissor fator progndstico,
sendo que sua expressao se relacionou com a sobrevida global. A Top2 a

nao se mostrou promissora neste estudo.
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8 CONCLUSAO

Nosso estudo apoia o valor da expressdao de ki-67 e Top2a na
progressdo da doenga em pacientes com linfoma folicular, uma vez que
indices mais altos desses marcadores se relacionam significantemente com
menor tempo de progressado da doenga apds a quimioterapia

Somente a Ki-67 se relacionou significativamente com a
sobrevida global nesses pacientes, sendo que aqueles com indices mais

altos apresentam sobrevida menos favoravel
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