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RESUMO

Beco MPFG. Estudo do microambiente tumoral e da infec¢ao pelo EBV
no Linfoma de Hodgkin classico no Nordeste e Sudeste brasileiro. Sdo

Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Fundagao Antoénio Prudente].

O linfoma de Hodgkin € uma neoplasia singular, caracterizada pela escassez
de células tumorais, imersas em abundante microambiente inflamatério. Com
base nas diferengas histoldgicas e no fenétipo das células tumorais, divide-se
em duas entidades: o linfoma de Hodgkin classico e o linfoma de Hodgkin
predominancia linfocitaria nodular. A incidéncia do linfoma de Hodgkin varia
de acordo com idade, nivel socioecondmico e associagcdo com o virus EBV.
Existem estudos que associam a composi¢cao do microambiente tumoral do
linfoma de Hodgkin com progndstico, particularmente o alto indice de
macrofagos no microambiente tumoral a pior progndstico. No Brasil, os
estudos publicados foram discordantes com os demais estudos. O presente
estudo propde avaliar a interagdo entre o linfoma de Hodgkin e seu
microambiente, em busca de marcadores prognosticos no infiltrado
inflamatdrio peritumoral, bem como avaliar as diferengas entre a regiao
Sudeste, de melhor nivel socioecondmico e a regiao Nordeste, que tem indice
socioeconbmico mais baixo. Para tanto, foram identificados
retrospectivamente 176 pacientes com diagnostico de linfoma de Hodgkin
classico, entre 2003 e 2013, provenientes de dois centros oncolégicos de
referéncia: o AC Camargo Cancer Center (regido Sudeste) e Hospital Haroldo
Juacgaba (regido Nordeste). A média de idade foi 3516 anos, sendo 39+15
nos pacientes do A.C.Camargo Cancer Center e 3017 nos pacientes do HHJ
(p<0,001). O LHEN foi o subtipo mais frequente, correspondendo a 89,9% dos
casos do A.C.Camargo Cancer Center e 63,2% dos casos do HHJ.
Positividade para EBV foi vista em 9,2% dos pacientes do A.C.Camargo
Cancer Center e em 35,6% dos pacientes do HHJ. Os pacientes do HHJ

apresentaram um microambiente tumoral com maior numero células



expressando CD 3, CD 4 e CD 8. Para ambas as populacgdes, os linfomas
associados a positividade para EBV apresentaram maior numero de células
CD 8 no microambiente. Para os pacientes do A.C.Camargo Cancer Center o
microambiente nado influenciou SLE. Para os pacientes do HHJ, na analise
univariada um maior percentual de células expressando CD 20 no
microambiente mostrou associacdo com maior SLE. Na analise multivariada,
alta expressao de CD 20 mostrou ser fator independente associado a maior
SLE. Macréfagos associados ao tumor ndo mostraram associagdo com pior

prognéstico, quando avaliados por CDG8.

Palavras-chave: Linfoma de Hodgkin. Microambiente Tumoral. Infec¢des por

Virus Epstein-Barr. Linfocitos B. Linfécitos T citotoxicos.



SUMMARY

Beco MPFG. A tumoral microenvironment and EBV infection study in
classic Hodgkin Lymphoma in Northeastern and Southeastern Brazil.

Sao Paulo; 2019. [Dissertacdo de Doutorado-Fundacao Antbénio Prudente].

Hodgkin's lymphoma (HL) is a unique neoplasm, characterized by the scarcity
of tumor cells which are immersed in an abundant inflammatory
microenvironment. Based on histologic and phenotypic differences in tumor
cells, HL is divided in two entities: classic Hodgkin's lymphoma (cHL) and
nodular lymphocyte predominant Hodgkin lymphoma. HL incidence varies
upon age, socioeconomic level and EBV association. In addition, some studies
have associated tumor microenvironment (TME) features in HL with prognosis,
specially a high number of tumor associated macrophages as an adverse
prognosis marker. In Brazil, the published studies are not in accordance to the
international data. In this study, we evaluated HL interaction with TME and we
compared populations from two different geographic regions: Brazilian
Southeast, with higher socioeconomic level, and Northeast Brazil with lower
socioeconomic level. 176 patients previously diagnosed with cHL from 2003 to
2013 from two referral oncologic centers (A. C. Camargo Cancer Center (AC)
— Southeast Brazil and Hospital Haroldo Juagaba (HHJ) — Northeast Brazil)
were included in this study. The global median age was 3516, which
comprises a median of 30£17 for HHJ patients and 39+15 for AC patients
(p<0.001). Nodular scleroris HL was the most frequent subtype, comprising
89.9% and 63.2% of AC and HHJ cases, respectively. EBV positivity was
detected in 9.2% of AC patients and in 35.6% of HHJ patients. Patients from
the HHJ presented a higher expression of CD3, CD4 and CD8 in the TME. In
both populations, EBV-associated lymphoma were associated to a higher CD8
detection in the TME. Event-free survival (EFS) was not influenced by TME
constitution in the AC patients. On the other hand, considering HHJ patients,

univariate analysis showed an association between a longer EFS to high CD20



expression. In multivariate analysis, high CD20 expression showed to be an
independent prognostic factor related to a longer EFS. Tumor associated
macrophages showed no association to prognosis when evaluated by CD68

expression.

Key words: Hodgkin’s lymphoma, tumoral microenvironment, Epstein-Barr
Virus, prognosis, CISH, tumor associated macrophages, B lymphocytes,
cytotoxic T lymphocytes.
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1 INTRODUGAO

Linfomas sdo neoplasias malignas do sistema linfo-hematopoiético e
constituem um grupo heterogéneo de entidades que diferem na apresentagao
clinica, morfologia, imunofenétipo e alteragbes genéticas (HUH 2012). Os
linfomas sao divididos em dois grandes grupos: Linfomas nao Hodgkin
(neoplasias de células linfoides B e T/NK) e Linfomas de Hodgkin (LH,
divididos em dois grandes grupos, os do tipo predominancia linfocitaria
nodular e os classicos). Ha dezenas de subtipos diferentes de linfomas, o que
reflete a complexidade do sistema linfoide (ROMAN e SMITH 2011). Em 2018,
foram responsaveis por 3,2% dos novos casos de cancer do mundo, sendo
que 2,8% corresponderam a linfomas ndo Hodgkin e 0,4% a linfomas de
Hodgkin (BRAY et al. 2018).

A classificacao dos linfomas tem um longo histérico de controvérsias,
com varias nomenclaturas utilizadas regionalmente e nem sempre
correspondendo a biologia da célula tumoral. Mais uma vez, este fato foi
decorrente da complexidade do sistema imune e de seu conhecimento mais
limitado que o atual. Em 2001, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
publicou uma nomenclatura de consenso, definindo as neoplasias
hematoldgicas com base nos aspectos clinicos, morfologia, imunofendétipo e
anormalidades genéticas (CHAN 2001). A partir de entéo, as entidades nao
foram apenas definidas por um de seus aspectos, como, por exemplo, o

morfolégico, porém levando em conta o conjunto de todos esses dados. A



nomenclatura foi atualizada em 2008 e 2016, com inclusdo ou retirada de
entidades de acordo com a sua reprodutibilidade diagndstica, individualizagao
bioldgica e relevancia clinica (CAMPO et al. 2011; SWERDLOW et al. 2016).

Dentro desse grupo de neoplasias, os linfomas de Hodgkin classicos
(LHc) foram dos ultimos a ter sua histogénese desvendada, quando foi
demonstrado que a quase totalidade corresponde a neoplasias de células
linfoides B com caracteristicas particulares (KUPPERS 2009; 2012). Outras
caracteristicas peculiares aos LHc incluem aspectos clinicos, como
progressao por contiguidade e quase auséncia de doenga extranodal primaria,
e morfolégicos, como a presenga de intenso infiltrado inflamatério
acompanhando as células neoplasicas. Uma vez que nas ultimas décadas o
estudo do microambiente tumoral tem sido progressivamente desenvolvido,
visando a melhor compreensao de sua biologia e a busca de possiveis novos
alvos terapéuticos, varios estudos tém incluido o comportamento do
microambiente em linfomas (DE LA CRUZ-MERINO et al. 2012). Neste
particular, o estudo do microambiente nos LH é desafiador, ja que na maioria
dos casos a reagao estromal ocupa espagco muito maior que as proprias
células tumorais nos tecidos comprometidos (LIU et al. 2014).

No estudo do microambiente dos LHc, algumas controvérsias tém
surgido entre as diversas publicagdes, 0 que nos levou a propor o presente

trabalho.



2 REVISAO DE LITERATURA

21 ASPECTOS HISTORICOS DO LINFOMA DE HODGKIN

O linfoma de Hodgkin recebeu esse nome por ter sido descrito pela
primeira vez por Thomas Hodgkin. Este autor fez um relato sobre sete
pacientes que tinham linfonodos aumentados, mas indolores, o qual foi
intitulado "Sobre algumas aparéncias morbidas das glandulas absorventes e
baco", que foi apresentado a Sociedade Médica e Cirurgica em Londres em
1832 e, em seguida, publicado no jornal da sociedade, Medical-Chirurgical
Society Transactions (HODGKIN 1832). Entretanto, Hodgkin notou que a
descrigdo mais antiga da doencga poderia ter sido dada por Marcello Malpighi
em 1666, que publicou observagdes de nddulos esplénicos em uma autdpsia
de uma jovem de 18 anos (BANERJEE 2012).

Em 1856, Samuel Wilks relatou mais um conjunto de pacientes com a
mesma doenga descrita por Hodgkin e em 1865 publicou um artigo intitulado
“‘Casos de doenga lardacea e algumas afec¢cbes assemelhadas, com
comentarios”. Nesse documento, Wilks referiu-se a condicdo como "Doenga
de Hodgkin", em homenagem a contribuicdo anterior de Hodgkin para o
assunto (LAKHTAKIA e BURNEY 2015).

O primeiro relato histopatolégico do LH foi publicado por Theodor
Langhans, em 1872, e a descricdo detalhada das células multinucleadas

caracteristicas desta doencga foi apresentada por Carl Sternberg, em 1898 e



Dorothy Reed, em 1902. Gall e Mallory estabeleceram o LH como um
processo neoplasico em 1942 e a primeira evidéncia definitiva de sua
natureza neoplasica ocorreu em 1967, por meio de uma publicagao cientifica
de Seif e Spriggs, que abordava seu cenario citogenético, corroborada
posteriormente por Boecker, que em 1975, demonstrou o crescimento clonal
das células de Hodgkin (BANERJEE 2012).

Como consequéncia do reconhecimento da proliferacdo clonal das
células B — na maioria dos casos — na Doenga de Hodgkin (DH), patologistas
sugeriram a substituicdo do nome “Doenga de Hodgkin” para “Linfoma de
Hodgkin”. O comité de classificagao de doengas neoplasicas hematopoiéticas
e linféides, promovido pela OMS, em 1997, decidiu pela aplicagdo de ambos

os nomes (HARRIS et al. 1999).

2.2 EPIDEMIOLOGIA E ETIOLOGIA DO LINFOMA DE HODGKIN

O LH representou 0,4% dos novos casos de cancer no mundo em 2018,
sendo responsavel por 0,3% das mortes (BRAY et al. 2018).

Para o Brasil, estimam-se 1.480 casos novos de LH em homens e 1.050
em mulheres para cada ano do biénio 2018-2019. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 1,43 casos novos a cada 100 mil
homens e a 142 neoplasia mais frequente. Entre as mulheres, ha um risco
estimado de 0,96 para cada 100 mil e ocupa a 172 posi¢cao (Ministério da

Saude 2018).



A incidéncia do LH mostra acentuada heterogeneidade com relagao a
idade, sexo, raga, area geografica, classe social e subtipo histolégico
(GLASER e JARRET 1996). Os asiaticos tém menor incidéncia que outras
racas (GLASER e HSU 2002). A incidéncia anual do LH parece estavel nas
ultimas décadas. A taxa anual de incidéncia ajustada por idade € de 2,4 e 2,8
por 100.000 no Reino Unido e EUA, respectivamente (MOZAHEB 2013). Cada
vez mais existe grande diferenga na incidéncia entre os paises ocidentais
desenvolvidos e em desenvolvimento; a doencga aparece predominantemente
durante a infancia e sua incidéncia diminui com a idade nos paises em
desenvolvimento (THOMAS et al. 2002). As maiores taxas de incidéncia do
LH s&o encontradas em individuos brancos em S&o Francisco, Connecticut e
na Itdlia. As taxas sdo particularmente baixas na india, Japdo, China
(SWERDLOW 2003).

Nos paises desenvolvidos, as criancas raramente sdo afetadas pelo
LH, em contraste com adultos jovens onde a incidéncia aumenta com a idade
(THOMAS et al. 2002). Ha uma distribuicdo etaria bimodal em ambos os
sexos, com um pico em adultos jovens (com idade entre 15-34 anos) e
maiores de 60 anos (NAKATSUKA e AOZASA 2006). O subtipo mais comum
entre os adultos jovens é esclerose nodular (LHEN). A frequéncia do subtipo
celularidade mista (LHCM) aumenta com a idade, enquanto que o LHEN
atinge platé no grupo de maiores de 30 anos (THOMAS et al. 2002).

Os homens sao afetados pelo LH um pouco mais do que as mulheres

entre todos subtipos (THOMAS et al. 2002), exceto para o LHEN em adultos



jovens, no qual homens e mulheres sao igualmente afetados (NAKATSUKA e
AOZASA 20086).

Tanto negros quanto asiaticos tiveram taxas de incidéncia menores que
0s brancos, o que pode sugerir resisténcia possivelmente relacionada ao tipo
de HLA. O LH é relativamente raro no Japao (incidéncia ajustada por idade
de 0,3 por 100.000 homens) e China (incidéncia ajustada por idade de 0,2 por
100.000 homens) em comparagao com a América do Norte e a Europa. Dentro
da Unido Europeia as taxas mais elevadas s&o na Austria e na Grécia e as
taxas mais baixas ocorrem na Espanha e Eslovaquia, (GLASER e HSU 2002;
SHENOQY et al. 2011). Dados epidemiolégicos apontam para um agente
infeccioso como uma causa potencial do LH. Ha uma associacdo entre
familias pequenas, residéncias unifamiliares, elevado nivel educacional
materno e ocorréncia de LH em pacientes mais jovens em paises
desenvolvidos (THOMAS et al. 2002).

O reconhecimento de uma associagdao de LH com infecgcdo por
mononucleose infecciosa antecede a descoberta do EBV. Varios estudos
acompanhando individuos que tiveram mononucleose infecciosa mostraram
um risco elevado de LH, geralmente com um risco relativo de cerca de 3
(SWERDLOW 2003). Um estudo mostrou que pessoas com evidéncia
soroldgica de infecgao por EBV tinha 2,5 a 4 vezes o risco de desenvolver LH
que pessoas sem infecgao por EBV (MUELLER et al. 1989).

Embora em até 50% dos casos de LH tenha sido identificado infec¢ao
por EBV, diagnosticada por estudos moleculares utilizando hibridizagao in situ

EBER ou imuno-histoquimica de proteina de membrana de laténcia-1 (LMP-



1), as caracteristicas epidemioldgicas destes casos nado foram examinadas
em detalhe. Assim, em 1997, foi publicado um estudo que avaliou dados de
1546 pacientes, provenientes de 12 grupos de pesquisa diferentes,
correlacionando idade ao diagnéstico, sexo, etnia, subtipo histoldgico, pais de
residéncia, estagio clinico e presenca ou nao de positividade para EBV. A
positividade para EBV foi avaliada usando regresséo logistica. Os resultados
mostraram que de um total de 618 pacientes portadores de LH, 40%
apresentava positividade para EBV. Entretanto, a propor¢cao de casos de LH
positivo para EBV variou de acordo com idade, sexo, etnia, subtipo
histoldgico, pais de residéncia e status socio econdmico. Em resumo, homens
sao a maioria dos casos positivos para EBV; asiaticos, hispanicos, indianos e
outras etnias foram o maior numero (60-65%), seguido de brancos (35,9%) e
negros (16,2%). O subtipo histolégico mais comum foi LHCM com 70% dos
casos. Pacientes de paises menos desenvolvidos apresentavam quase o
dobro de positividade para EBV em relacdo aos paises desenvolvidos. As
descobertas sugerem que idade, sexo, etnia e status sociais podem
representar modificadores biolégicos da associagdo com EBV e confirmam
que esta associagao é ligada ao subtipo histolégico (GLASER et al. 1997).
Muitos casos de LH foram observados em pessoas com a infecgao pelo
HIV, especialmente aqueles com AIDS, nas quais foi encontrado um risco
relativo de cerca de 10 vezes (FRISCH et al. 2001). O risco é provavelmente
relacionado a imunossupressao (FRISCH et al. 2001; CLARKE e GLASER
2001). O LH no contexto do HIV tem caracteristicas distintas: normalmente

estd associado a infeccdo por EBV; tende a apresentar-se em estagio



avancado, com sintomas B e envolvimento extranodal. Os subtipos mais
comuns sao LHCM e LHDL (CLARKE e GLASER 2001).

Em um registro de 500 tumores em pessoas com imunodeficiéncia
congénita, 9% eram LH. Ha um risco relativo significativo para LH em
pacientes submetidos a transplante alogénico de medula 6ssea (MOZAHEB
2013).

Familiares de pacientes portadores de LH tém um risco global 3,3
vezes maior de desenvolver LH que a populagdo geral. O risco é
significativamente maior entre irmaos que entre pais e filhos. O risco € mais
elevado para pessoas que tem muitos familiares com LH (2,8% a 8,4%) e
irméaos gémeos (13%). O risco de desenvolver LH foi maior quando parentes
de primeiro grau foram diagnosticados antes dos 30 anos (KHARAZMI et al.
2015).

A susceptibilidade hereditaria ao LH permanece inexplicada. Embora
muitos estudos de mutagdes somaticas em células HRS demonstrem
associagdes com tipos de HLA, nao foram identificados genes especificos que
causam suscetibilidade. Por outro lado, ndo se sabe se ou como fatores de
risco extrinsecos interagem com a suscetibilidade genética (GOLDIN et al.
2005). Os estudos sugerem que no LH o sistema HLA pode influenciar a
resisténcia/suscetibilidade e talvez seja progndstico (OZA et al. 1994).

Nenhuma associacao consistente foi estabelecida na literatura entre o
risco de LH e quaisquer exposi¢cdes ocupacionais, exposicdao a produtos
quimicos, tabagismo, estilo de vida ou radiacao ionizante (NAKATSUKA e

AOZASA 2006).



Fatores hormonais podem ter um papel na etiologia desta doenca,
como evidenciado pela predominancia do sexo masculino em pacientes com
mais de 30 anos e o maior risco em mulheres com menos de 45 anos no
momento do diagnostico (CARTWRIGHT e WATKINS 2004).

Muitos estudos tém mostrado variacdes sazonais na incidéncia do LH,
bem como na taxa de mortalidade ap6s diagnéstico LH, porém com resultados
conflitantes. Em 2015, foi publicado um estudo amplo, que demonstrou um
pico de incidéncia em margo (15,4%); demonstrou ainda que o risco de morte
€ maior em pacientes diagnosticados no inverno. Esses dados sao para o
hemisfério norte e em latitudes altas. Os padrboes de sazonalidade
encontrados sugerem agao da vitamina D, que teria um papel protetor no LH

(BORCHMANN et al. 2017).

2.3 CLASSIFICAGAO DO LINFOMA DE HODGKIN

Os linfomas de Hodgkin sdo compostos de duas entidades distintas:
linfoma de Hodgkin classico (LHc) e linfoma de Hodgkin tipo predominancia
linfocitaria nodular (LHPLN). Estas duas entidades compartiiham varias
caracteristicas importantes que as distinguem dos chamados linfoma nao-
Hodgkin (LNH): a maioria ocorre em adultos jovens; a apresentacdo da
doenca é nodal, principalmente nos linfonodos cervicais. Do ponto de vista da
histologia, tem a caracteristica peculiar de conterem poucas células tumorais

em meio a fundo rico em linfocitos, eosinodfilos e macréfagos.
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Essas duas entidades diferem nos seus aspectos clinicos e
comportamento biolégico, bem como na composi¢cado das células do entorno
e, principalmente, na morfologia e imunofendtipo da célula tumoral (JAFFE et
al. 2008). A incidéncia entre os dois tipos também difere bastante, ja que 95%
dos casos de LH correspondem ao tipo classico e 5% ao tipo predominancia
linfocitaria nodular. A célula padrao no LHc é chamada célula de Reed-
Sternberg e Hodgkin (HRS), enquanto o LHPLN se caracteriza pela célula LH
(do tipo linfocitico-histiocitico), também conhecida como célula “pop corn” ou
também “PL” (KUPPERS 2009; 2012). Por sua vez, o LHc é subdividido em
quatro tipos: esclerose nodular, celularidade mista, deplecao linfocitaria e rico
em linfocitos. Esses subtipos mostram variacdo na apresentagao clinica,
imunoistoquimica e na evolugdo (SHANBHAG e AMBINDER 2018).

O presente trabalho foi realizado apenas com os pacientes portadores

de LHc.

2.4 SUBTIPOS HISTOLOGICOS DO LINFOMA DE HODGKIN

CLASSICO

° Esclerose nodular

Esse subtipo histologico é definido por bandas de colageno que
circundam pelo menos um nodulo e células de RS e de Hodgkin, algumas com
morfologia lacunar. Representa cerca de 70% dos casos de LHc, sendo mais
comum em regides com status socioecondmico mais favorecido. A incidéncia

€ similar em relagdo ao sexo e o pico de idade entre 15 a 34 anos.
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Envolvimento mediastinal ocorre em cerca de 80% dos casos, 6sseo em 5%,
pulmonar e/ou esplénico em 8 a 10%, hepatico em 2% e de medula éssea em
3%. A maioria dos pacientes apresenta-se em estagio Il de Ann Arbor. E o
subtipo de melhor progndstico dentre os LHc. Massa mediastinal € um fator
de prognostico adverso (SHIMABUKURO-VORNHAGEN et al. 2005;

MORTON et al. 2006; SWERDLOW et al. 2008).

° Celularidade mista

E um subtipo de LHc caracterizado histologicamente por células de RS
dispersas em um fundo inflamatério difuso ou vagamente nodular, sem fibrose
esclerosante nodular associada. Tumores n&o caracterizados em outros
subtipos sao classificados como celularidade mista. Compreende cerca de 20
a 25% dos casos de LHc. A média de idade ao diagndstico € de 38 anos e
70% sao do sexo masculino. E o tipo mais frequente encontrado em pacientes
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e em paises em
desenvolvimento. Acometimento mediastinal € incomum e linfonodos
periféricos sdo mais envolvidos. O bago ¢é infiltrado em 30% dos casos, a
medula 6ssea em 10% e o figado em 3%. A presenca de sintomas B é
frequente (SHIMABUKURO-VORNHAGEN et al. 2005; SWERDLOW et al.

2008).

. Rico em linfocitos

Caracteriza-se histologicamente por células de Hodgkin e de RS

dispersas em um fundo nodular ou menos frequente, celular difuso, de
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pequenos linfocitos e com auséncia de eosindfilos e neutrdéfilos. Este subtipo
pode ser confundido com o LHPLN. Compreende cerca de 5% dos casos de
LHc. Predomina no sexo masculino e a idade ao diagnéstico € maior em
relagao aos outros subtipos. Acomete linfonodos periféricos e o envolvimento
mediastinal € incomum. A presenca de sintomas B é rara e a maioria dos
pacientes apresenta-se em estadio | ou Il. A sobrevida livre de progressao é
ligeiramente melhor em relagdo aos outros subtipos (DIEHL et al. 1999;

SHIMABUKURO-VORNHAGEN et al. 2005; SWERDLOW et al. 2008).

° Deplecao linfocitaria

E um subtipo de LH caracterizado morfologicamente por predominancia
de células de RS e Hodgkin, associada a deplecdo de linfocitos néo
neoplasicos. E o mais raro subtipo de LHc, correspondendo a menos de 1%
dos casos. A média de idade ao diagnéstico é de 30 a 37 anos e 60 a 75%
dos casos sao do sexo masculino. Associa-se, frequentemente, com infecgao
pelo HIV. Acomete, preferencialmente, linfonodos retroperitoneais, 6rgaos
abdominais e medula Ossea. Apresenta-se clinicamente em estagios
avangados ao diagndstico e mais comumente com sintomas B em relagao aos

outros subtipos (VASSALLO et al. 2005; SWERDLOW et al. 2008).

2.5 IMUNOFENOTIPO DO LINFOMA DE HODGKIN CLASSICO

As células HRS do LHc expressam CD30 em quase todos os casos; a

expressdo de CD15 ocorre em 75% a 85% dos casos; em geral nao
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expressam CD45. A marcacao do CD30 e CD15 é tipica, exibindo um padrao
de membrana com acentuagao do complexo de Golgi do citoplasma; o CD15
pode ser expresso por poucas células neoplasicas e pode ser restrito a regido
do complexo de Golgi. Em 30% a 40% dos casos, pode haver expressao de
CD20, mas em geral em poucas células e com intensidade variavel; ainda
menos frequente € a expressdo do antigeno CD79a (JAFFE et al. 2016;
STEIN et al. 2017).

A origem B das células HRS é evidenciada pela expressdao de PAX 5
(BSAP), em aproximadamente 95% dos casos de LHc. A marcacgéo de células
HRS para PAX5 é geralmente mais fraca que a dos linfocitos B reativos, o que
facilita a identificacdo das células HRS positivas para PAX5. As células HRS
costumam expressar o fator de transcrigcdo IRF4 / MUM1, geralmente em alta
intensidade. A maioria das células HRS expressam o antigeno associado a
proliferacdo nuclear Ki 67 (JAFFE et al. 2016; STEIN et al. 2017).

Em geral, as células HRS n&o costumam expressar EMA, CD 138 e os
fatores de transcricdo Oct2, BOB 1 e PU 1. Embora raramente, pode haver
expressao de CD 3, CD 4, CD 45Ro0 e CD 43. O antigeno LMP1 do EBV pode
ser expresso pelas células tumorais, a depender do subtipo do LHc (JAFFE et

al. 2016; STEIN et al. 2017).

2.6 ESTADIAMENTO DO LINFOMA DE HODGKIN

O sistema padrao de estadiamento usado para o LH foi proposto em

uma conferéncia em Ann Arbor (estado de Michigan, nos Estados Unidos da
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América), no ano de 1971, e modificada no encontro de Cotswolds
(Inglaterra), em 1988. Este sistema foi formulado para permitir uma deciséo
terapéutica segundo a extensdo da doenga na sua apresentagao inicial,
baseando-se no numero de sitios de envolvimento acima e/ou abaixo do
diafragma. Entéo, resultaram quatro estadios distintos (CARBONE et al. 1971;
LISTER et al. 1989).

A modificacdo ao estadiamento sugerida em Cotswolds incorporou
dados de tomografia computadorizada (TC) na avaliacédo e introduziu a
categoria “X” para doenga Bulky e a “Cru” (do inglés, complete remission
unconfirmed) para a massa residual pds-tratamento sugestiva de fibrose

(LISTER et al. 1989).

° Estadiamento de Ann Arbor modificada em Cotswolds:

| - Regiao linfonodal unica (l) ou um sitio extralinfonodal unico (IE).

Il - Duas ou mais regides linfonodais no mesmo lado do diafragma (lI)
ou extensao local extralinfonodal mais uma ou mais regides linfonodais do
mesmo lado do diafragma (lIE).

lll - Regibes linfonodais em ambos os lados do diafragma (1), que pode
ser acompanhado por extensao local extralinfatica (llIE). Neste estadio sao
incluidos casos que, mesmo apresentando acometimento em regides de
apenas um lado do diafragma, acometem também o baco (llIS, do inglés
spleen).

IV - Envolvimento difuso de um ou mais 6rgaos extralinfaticos.
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o Sufixos

A - Auséncia de sintomas B.

B - Presenca de pelo menos um dos seguintes sinais: perda de peso
inexplicada maior que 10% durante os 6 meses anteriores ao estadiamento;
febre inexplicada recorrente maior que 38°C; suores noturnos recorrentes.

X - Tumor Bulky, definido como massa unica igual ou maior que 10 cm
no maior didmetro ou massa mediastinal acima de 1/3 do didmetro maximo
transverso transtoracico medido em radiografia de toérax em incidéncia
postero-anterior.

Atualmente, utilizam-se os critérios de Cheson (CHESON et al. 1999,
2007), para avaliar a resposta ao tratamento. Os critérios sdo resumidos na

tabela abaixo.
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Tabela 1 - Resumo dos critérios de CHESON para avaliacdo da resposta ao
tratamento em linfoma.

CRITERIOS DE RESPOSTA REVISADOS

Tipo de resposta
RC

RP

DE

Recidiva/DP

Definigao
Auséncia de evidéncia de
doenga

Regressao de doencga
mensuravel e auséncia
de novas lesodes

Faléncia em atingir RC/RP ou
doenca estavel.

Qualquer nova lesdo ou
aumento de lesdo prévia =
50%.

Doencga nodal/figado/bago/MO
a) Em PET inicial (+),
permanecer massa residual se
PET (-);

b) Em PET inicial ndo avido ou (-), TC
final normal.

Baco/figado ndo palpaveis. Auséncia
de nddulos.

MO sem infiltragdo, IHQ (-) sem
duvida morfologica.

pode

Redugdo = 50% das lesdes
mensuraveis. Auséncia de novas
lesdes. Persisténcia de positividade
em lesbes iniciais avidas ao PET.
Lesdes iniciais ndao avidas ao PET ou
PET (-): regressao a TC.
Reducdgo = 50% em
hepaticos e  esplénicos,
aumento.

MO: irrelevante se positivo antes.
Especificar tipo histologico.

Lesbes iniciais avidas ao PET:
manutencgao da positividade, sem
novas lesoes.

Lesdes nao avidas ao PET: sem
mudanc¢a no tamanho a TC
Surgimento de les&o nova > 1,5 cm
ou aumento = 50 % em LN prévio ou
aumento = 50% em LN prévio > 1 cm.
Novas lesdes avidas ao PET se PET
() prévio.

Aumento > 50% de lesdes em figado
e baco.

Surgimento ou recidiva de infiltragao
medular.

nodulos
sem

Fonte: Adaptado de CHESON et al. (2007).
Legenda: RC — Remissao Completa; DE — Doenga Estavel; PET — Tomografia por Emissao
de Pésitrons; (-) — Negativo; MO — Medula Ossea; LN — Linfonodo; DP — Doenga em
Progresséo; (+) — Positivo; RP — Remisséo Parcial; TC — Tomografia Computadorizada; IHQ

— Imuno-histoquimica

Reconhecendo o progresso cientifico, em especial das técnicas de

imagem, um workshop foi realizado na 112 Conferéncia Internacional sobre

Linfomas Malignos em Lugano, Suiga, em junho de 2011, que contou com a

participagcao de hematologistas, oncologistas, radioterapeutas, patologistas e
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radiologistas, representando os principais grupos de ensaios clinicos em
linfomas e centros de cancer na América do Norte, Europa, Japao e Australia.
O objetivo era desenvolver melhores critérios de estadiamento e resposta
para LH e LNH. As subcomissdes enfocaram questdes clinicas e de imagem.
Em 2013, houve uma oficina de trabalho na 122 Conferéncia Internacional
sobre Linfomas Malignos, que definiu novas recomendagdes para avaliagao

inicial, estadiamento e critérios de resposta para os linfomas (CHESON et al.

2014).
o Resumindo as novas recomendacdes:
o A bidpsia excisional é preferivel para o diagndstico, embora nos casos

em que nao seja possivel, pode ser realizado a bidpsia com agulha
grossa.

. A avaliacdo clinica inclui histéria cuidadosa, testes laboratoriais
relevantes e registro de sintomas relacionados a doenca.

o O PET-CT (tomografia computadorizada com emissao de positrons) &
0 exame padréo para linfomas avidos por FDG (fluorodeoxiglicose),
sendo formalmente incorporado ao estadiamento do LH.

° E recomendada a utilizacdo do estadiamento de Ann Arbor modificado
em Cotswolds, o qual compde, junto com outros parametros, o indice
de progndstico dos LH, fornecendo paréametros para o tratamento e
avaliacao de risco.

o Os sufixos A e B sdo necessarios apenas para LH. A designacédo X
para doencga volumosa (doenca Bulky) ja ndo € necessaria; em vez

disso, é necessario referir o maior didmetro do tumor.
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o Se um PET-CT é realizado, n&do esta mais indicada a biépsia de medula

Ossea para LH.

2.7 PATOLOGIA E BIOLOGIA DO LINFOMA DE HODGKIN

2.7.1 Origem das células neoplasicas de Hodgkin-Reed-Sternberg

No LHc, as células tumorais caracteristicas sdo designadas no seu
conjunto por células de HRS. A origem das células tumorais do LH
permaneceu desconhecida durante varios anos, em parte devido ao seu
imunofendtipo pouco caracteristico, mas também porque o pequeno numero
de células tumorais em meio ao abundante infiltrado inflamatério dificultou a
utilizacao de técnicas de biologia molecular para detectar rearranjos dos
genes da imunoglobulina (IG) ou do receptor das células T (TCR, do inglés T-
cell receptor). A confirmacédo de que estas células resultam da proliferagéo
clonal de células B foi conseguida com a associagdo da microdissecgao de
células tumorais isoladas a analise dos genes da IG, tendo-se demonstrado
que as células de HRS apresentavam rearranjo clonal desses genes
(SCHMITZ et al. 2009).

As células de HRS apresentam, entdo, rearranjos dos genes das
cadeias pesadas e/ou leves das IGs, que sao idénticos entre as células de um
mesmo paciente. Isto comprova sua origem nas células B e sua natureza
clonal. Por outro lado, a ocorréncia de hipermutagbes somaticas na regiao
variavel do gene da IG (IgV) apoia a origem das células HRS em células

linfoides B que encontram-se ou passaram pelos centros germinativos
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(FARRELL e JARRETT 2011). A origem das células de HRS a partir de células
B instruidas nos centros germinativos foi também verificada na analise de
linfomas compostos, ou seja, em casos nos quais o paciente é portador de um
LHc e um LNH concomitantemente ou em sucessao. Estes linfomas possuem
rearranjos genéticos idénticos do IgV, mas mutagcbes somaticas distintas, o
que sugere um percursor comum, isto é, uma célula B dos centros

germinativos (KUPPERS et al. 2001).

2.7.2 Desregulagao dos fatores de transcrigcao e sinalizagao

Apesar da sua origem, as células de HRS apresentam perdas na
expressao de genes especificos das células B. As células HRS nao produzem
IGs nem possuem um receptor de células B funcional (BCR, do inglés B-cell
receptor) (FARRELL e JARRETT 2011). Em cerca de um quarto dos casos,
as mutagdes somaticas tornam o rearranjo genético de IgV nao funcionante,
pela introducdo de mutacdes ou delecbes. Por outro lado, verifica-se um
comprometimento severo da atividade dos fatores de transcricdo que
habitualmente regulam a expressao génica das células B, como o PU.1, o
OCT-2 (octamer-binding transcription factor-2) e o BOB.1 (B-cell specific
octamerbinding protein 1). Esses fatores, presentes em linfocitos B normais e
neoplasicos (nos LNH), usualmente nao sado detectados nas células de HRS,
contribuindo para a diminuicdo da transcricdo dos genes das IGs
(SCHWERING et al. 2003). Esta também pode ser refor¢ada por modificagdes
epigenéticas que condicionam o silenciamento dos genes através, por

exemplo, da metilagcdo do acido desoxirribonucleico em sequéncias ricas em
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dinucledtidos CpG (citosina, guanina) (BRAUNINGER et al. 2006). Outros
importantes fatores de transcricao especificos das células B estdo presentes
nas células de HRS, mas sao disfuncionais, como o E2A, o EBF (early B-cell
factor) e 0 PAXS (paired-box transcription factor 5), que controlam a expressao
de varios genes durante o desenvolvimento inicial das células B, como o CD19
(cluster differentiation 19) e o CD79a, assegurando também a expressao
génica adequada nas células B maduras. O NOTCH1 é largamente expresso
nas células de HRS, sendo ativado pela interagdo com o seu ligante, o
JAGGED1, que é produzido pelas células nao-neoplasicas circundantes.
Trata-se de um fator de transcricdo das células T, que promove o
desenvolvimento das mesmas e suprime a diferenciacdo das células B,
através da degradacédo do E2A e do bloqueio da ligacdo do EBF ao acido
desoxirribonucleico. O E2A é também inativado pela expressdo do ID2
(inhibitor of differentiation and DNA binding 2) e do ABF1 (activated B-cell
factor 1) nas células de HRS. Além disto, a ativagdo do NOTCH1 inibe ainda
o PAXS5, tanto durante a transcricdo como apds a traducdo (FARRELL e
JARRETT 2011).

Normalmente, as células B dos centros germinativos com um BCR nao
funcional sofrem apoptose. A sobrevivéncia e proliferacdo das células de
HRS, apesar dos estimulos apoptoéticos, € considerada o evento central da
oncogénese do LHc. Para tal, parecem contribuir a desregulagao de varias
vias de sinalizagdo celular, cujas causas sao apenas parcialmente

compreendidas, mas que incluem mecanismos de feedback paracrinos e
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autocrinos, além de lesbes genéticas detectadas nas células de HRS

(SCHMITZ et al. 2009). A Figura 1 ilustra essas vias.
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Fonte: Adaptado de SCHMITZ et al. (2009)

Legenda: (a) (b) A estimulagéo dos receptores CD30, CD40 e RANK (receptor activator of
NF-kB), assim como da LMP-1, desencadeiam uma série de eventos, de que resulta a
translocagao nuclear da familia proteica do NF-kB (nuclear factor-kappa B) e consequente
ativacao dos genes alvo, NIK (NF-kBinducing kinase) e NEMO (NF-kB essential modulator).
(c) A AKT (protein kinase B) e a (d) ERK (extracelular signal-regulated kinase) ativadas podem
fosforilar multiplos substratos no citoplasma e no nucleo. (e) A estimulagao dos receptores
das citocinas resulta na ativagdo da via JAK-STAT (janus kinase—signal transducers and
activators of transcription).

Figura 1 - Principais vias de sinalizagdo das células de HRS.

O NF-kB (do inglés nuclear factor-kappa B) € uma familia de fatores de
transcricdo que se encontra envolvida em varios processos celulares,
notadamente na resposta inflamatoria, adesado celular e na sobrevivéncia

celular. Essa familia inclui cinco proteinas que atuam como homo e
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heterodimeros: RELA (p65), RELB, c-REL, NF-kB1 (p50 e o seu percursor
p105) e NF-kB2 (p52 e o seu percursor p100). O NF-kB € mantido inativo no
citoplasma, pela ligagao das proteinas inibitérias IkBa, IkBB, IkBe e proteinas
percursoras p105 e p100. A estimulagdo dos receptores celulares da
superfamilia de receptores do fator de necrose tumoral (TNF, do inglés tumor
necrosis factor), leva a ativagdo da quinase da IkB (IKK), com fosforilagao
destas proteinas e sua consequente degradagao proteolitica no proteasoma.
Desta forma, o NF-kB fica livre, passando para o nucleo, onde estimula a
transcricdo de varios genes, particularmente os que codificam citocinas pro-
inflamatdrias (IL-6, IL-13, TNF-a e CCL5) e fatores antiapoptéticos (BCL-XL),
clAP2 e FLIP (JOST e RULAND 2007).

Habitualmente, a ativacao da via de sinalizacdo do NF-kB é transitoria
e rigorosamente controlada, no entanto, nas células de HRS encontra-se
permanentemente ativa por diferentes mecanismos: (a) aumento da
expressao de varios receptores do TNF pelas células de HRS, como o CD30,
CD40, RANK e CD95; (b) estimulacao paracrina destes receptores, devido a
produgao de ligantes pelo componente celular do microambiente que circunda
as células de HRS; (c) presenca do EBV, que contribui diretamente para a
ativagcao da via através da LMP-1 do EBV; (d) mutag¢des deletérias dos genes
que codificam as proteinas inibitorias IkB e a proteina A20, envolvida na
regulacdo do NF-kB e (e) amplificagdo da regido cromossdmica que inclui o
gene c-REL (ADAMS et al. 2011).

A ativacao da via de sinalizagcao JAK-STAT também tem sido implicada

na sobrevivéncia e proliferacdo das células de HRS, contrapondo-se aos
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estimulos apoptéticos. Esta via representa um dos mecanismos centrais de
sinalizagao por citocinas, como a IL-5, IL-6, IL-9, IL-13 e o fator estimulador
de coldnias de granulécitos e mondcitos (GM-CSF, do inglés granulocyte-
monocyte colony stimulating factor). No LH, as citocinas capazes de ativar
esta via sdo produzidas em abundancia, o que resulta em niveis elevados de
STAT3, STATS e STATG6 fosforiladas nos nucleos das células de HRS. Por
outro lado, existem também alteragdes genéticas capazes de afetar o
funcionamento normal dessa via, como a amplificagdo do gene JAKZ2 e as
mutagbes do SOCS-1 (do inglés supressors of cytokine signaling-1), que
regula negativamente o gene JAK (FARRELL e JARRETT 2011).
Concluindo, ha desregulagdo de multiplas vias de transcricdo e
sinalizagao celular no LH que cooperam entre si para aumentar a proliferacéo
celular, reduzir a apoptose e promover um ambiente celular favoravel, através

da libertacdo de multiplas citocinas e quimiocinas.

2.7.3 Lesoes genéticas

A identificacao de alteragdes genéticas nas células HRS é dificultada
pelo pequeno numero destas células nos tecidos. No entanto, a utilizagao das
técnicas de hibridizagao in situ fluorescente (FISH, do inglés fluorescent in situ
hybridization) e a microdissec¢ao de células isoladas para realizar técnicas de
amplificacdo de acidos nucleicos, a PCR (do inglés polymerase chain
reaction) permitiram o reconhecimento de lesdes genéticas importantes na
patogénese do LH. Com esta tecnologia, reconheceu-se a alta instabilidade

genbmica das células de HRS, tipicamente com multiplas alteragdes, tanto
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numeéricas, quanto estruturais, das quais algumas sao clonais, enquanto a
maioria ocorre apenas em subclones. Contudo, a causa subjacente a esta
instabilidade gendmica n&o se encontra ainda esclarecida (SCHMITZ et al.
2009).

A analise genética das células tumorais do LH permitiu a identificagao
de outros oncogenes e de varios genes supressores tumorais que podem
estar envolvidos na sua patogénese. E o caso do anteriormente referido gene
c-REL no cromossomo 2p16, que codifica um componente do NF-kB e que
sofre amplificagdo em cerca de 50% dos casos de LHc, resultando em
aumento dos niveis nucleares de c-REL, contribuindo entdo para a ativacao
continua do NF-kB. Em cerca de 10-20% dos casos de LHc encontram-se
ainda mutagdes inativadoras dos genes de duas proteinas inibitérias do NF-
kKB, a IkBa e IkBg, sobretudo do gene que codifica a IkBa. Estes genes
parecem funcionar como supressores tumorais. Também se verificam
alterac¢des do gene que codifica a proteina A20, que, assim como as proteinas
anteriores, inibe a ativacdo do NF-kB. Foram identificadas delegdes
recorrentes da regido cromossdmica do gene A20 6q23 em linhagens de
células de HRS, bem como mutagdes inativadoras em cerca de 45% dos
casos de LHc. Curiosamente, apenas o LHc n&o associado ao EBV
apresentava tais mutagdes, motivo pelo qual o gene A20 pode funcionar como
supressor tumoral nestes casos (SCHMITZ et al. 2009). A via de sinalizagao
JAK-STAT é igualmente ativada por outras alteragdes genéticas das células
tumorais. Em cerca de 25% dos casos de LHc, o locus JAK2 no cromossoma

9p24 encontra-se amplificado e verificam-se mutagdes inativadoras do gene



25

SOCS-1 nas células de HRS e LP, que habitualmente inibe a ativagdo desta
via de sinalizacao celular (SCHMITZ et al. 2009).

Além do referido acima, as células tumorais expressam o receptor FAS,
um fator pro-apoptoético, apesar de serem resistentes a apoptose por esta via.
Por outro lado, sdo raras as mutagdes encontradas a este nivel e nenhuma
ocorre nos genes do complexo que sinaliza a morte celular, FADD, caspase 8
e caspase 10. No entanto, portadores de mutagdes germinativas do gene FAS
apresentam um risco 50 vezes maior de desenvolver LH (STRAUS et al.
2001). Ha evidéncias de que a resisténcia a apoptose mediada pela via FAS
se deva ao aumento da expressdao do FLIP, um inibidor desta via cuja
atividade esta aumentada pelo NF-kB (MAGGIO et al. 2003). As células de
HRS também expressam elevados niveis de p53, associados a mutagdes que
provocam a perda da sua fungao supressora tumoral (FEUERBORN et al.
2006). Tal funcéo pode ser inibida pela ligagdo da proteina MDM2 (do inglés
murine double minute 2), que se encontra aumentada nas células tumorais.
Foram analisados outros oncogenes e genes supressores tumorais, tais como
0 ATM, BAD, BCL-10 e RAS, mas as lesdes genéticas identificadas sao raras

(KUPPERS 2012).

2.7.4 Papel do EBV na patogénese do Linfoma de Hodgkin

O EBV representa um herpes virus que infecta cerca de 90% dos seres
humanos. Em criancas, a maioria das infecgdes pelo EBV sdo assintomaticas
ou causam sintomas inespecificos. Quando a infecgédo primaria é adiada até

a adolescéncia pode resultar na sindrome da mononucleose infecciosa (Ml)
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em 50% dos pacientes. Demonstrou-se que o risco relativo de desenvolver
LHc em individuos com uma histéria de MI, em relagcdo aqueles sem
antecedentes dessa sindrome varia entre 2,0 e 5,0 vezes (COHEN 2000).

O encontro de altos titulos de anticorpo contra o EBV foi a primeira
evidéncia do envolvimento desse virus na patogénese do LHc. Com o advento
das sondas para deteccao do virus pela técnica de hibridizagcdo de Southern
Blot mostrou-se que o DNA do EBV estava presente em 20 a 25% dos LHc.
Posteriormente, a demonstragdo do RNA codificado pelo EBV (EBER1 e
EBERZ2, do inglés Epstein-Barr early RNA) em células HRS proporcionou um
meétodo sensivel para deteccido da infecgao latente. Nos LH associados ao
EBV, o genoma viral € encontrado na forma monoclonal, indicando que a
infeccdo das células tumorais ocorreu antes da sua expansao clonal. Na
maioria dos casos, o EBV é encontrado durante todo o curso do LH e em
multiplos locais da doenca.

A taxa de deteccao de EBV em LHc depende de fatores tais como o
pais de residéncia, tipo histolégico, sexo, etnia e idade. A positividade para
EBV em LHc é menos comum em populagdes de paises desenvolvidos, com
percentagens de 20-50% para a América do Norte e Europa, 57% nos casos
da China, mas com taxas elevadas em paises nao desenvolvidos. O aumento
da incidéncia da positividade para EBV em LHc em paises subdesenvolvidos
poderia ser devido a existéncia de uma imunossupressao subjacente
semelhante ao observado para o linfoma de Burkitt africano. Alternativamente,

o momento da infecgéo pelo EBV (que é provavel que ocorra mais cedo nos
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paises em desenvolvimento) também pode ser importante (KAPATAI e
MURRAY 2007).

No Brasil, estudos clinico-epidemioldgicos realizados por grupos
diferentes, com populacées diferentes, tanto do ponto de vista geografico
quanto socioecondmico, demonstram que a expressao de EBV no LH varia de
55% a 64% dos casos (ELGUI DE OLIVEIRA et al. 2002). Contudo, um estudo
publicado recentemente avaliando os pacientes portadores de LHc
acompanhados em hospitais do estado de Sao Paulo mostrou que entre
criangas, adolescentes e adultos jovens, houve uma queda substancial no
numero de casos de LHc associado a infeccao pelo EBV. Nos pacientes
maiores de 45 anos, a queda nao foi significativa (CAMPOS et al. 2018).

O EBV é mais comumente associado com o subtipo CM em relagao
aos outros subtipos. A presenca de positividade para EBV em LHc nos grupos
etarios mais velhos e as criangas, especialmente os meninos menores de 10
anos, ocorre mais que em adultos jovens, levando a sugestao que o LHc é
composto por trés entidades segundo a associagdo com o EBV: O LH da
infancia (positivo para EBV, subtipo CM); o LH de adultos jovens (negativo
para EBV, subtipo EN) e LH de adultos mais velhos (positivo para EBV,
subtipo CM) (ARMSTRONG et al. 1998; VASSALLO et al. 2001). Em células
HRS EBV+ sao expressas trés proteinas virais: EBNA1 (do inglés Epstein-
Barr nuclear antigen-1), LMP1 e LMP2A e dois acidos ribonucleicos nao-
codificantes (BART e EBERs). O EBNA1 é expresso em todas as células
infectadas por EBV em proliferacdo, uma vez que €& importante para a

replicacdo do epissomo viral e sua distribuicdo para as células filhas. O
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EBNA1 também pode contribuir diretamente para a fisiopatologia do LH, uma
vez que pode mediar 0 aumento da regulagao de CCL20 para atrair as células
Tregs (KUPPERS 2009; FUKUDA e KAWAGUCHI 2014). No infiltrado
inflamatadrio relacionado ao tumor, as células Tregs tem fungao de inibir a agéo
de células T efetoras, principalmente as células T citotdxicas, que
normalmente teriam efeito anti-tumoral.

A LMP1 simula um receptor ativo, o CD40, induzindo assim a ativagao
de NF-kB. Adicionalmente, a LMP1 pode ativar as vias sinalizacdo JAK-STAT,
PI3K, p38 e AP1. A LMP2a pode simular a funcido de um receptor de célula
B. Assim, o EBV fornece dois sinais essenciais para a sobrevivéncia das
células B do centro germinativo. O papel especifico do EBV na patogénese do
LHc é fundamentado pela constatagado de que células B de centro germinativo
que adquiriram mutacdes do receptor de células B podem sobreviver, sendo
resgatadas da apoptose pela expressdo LMP2a e, em casos raros, dando
origem a células HRS ( POPPEMA 2005; LEVENTAKI et al. 2014).

Um estudo recente mostrou a contribuicido de EBV para o recrutamento
de Tregs, o tipo de célula predominante na populagao de células T do LH. Os
autores mostraram que a presenca de EBV nas células LH esteve associada
a aumento da expressao da quimiocina CCL20, e que os altos niveis de
CCL20 tem como consequéncia o aumento da migragao de linfécitos T CD4+
que expressam FOXP3, um marcador de células Tregs. Esta superexpressao
de CCL20 pode ser estimulada pelo EBNA1, o que pode explicar como a
infeccdo por EBV inibe a resposta viral especifica das células T citotoxicas

(BAUMFORTH et al. 2008).
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Um outro estudo avaliou a presenga de macréfagos associados ao
tumor (TAM, do inglés tumor associated macrophages) no microambiente
tumoral através de imunoistoquimica, utilizando anticorpos contra CDG68 e
CD163, que sao antigenos associados a linhagem monocitica/macrofagica.
Este estudo demonstrou que expressao elevada de ambos os marcadores
foram associados a positividade para o EBV na célula tumoral (positividade
para EBER e LMP1), e foi maior nos casos de LHc do subtipo celularidade
mista. Neste estudo, numa analise univariada, a alta expressdo de CD68 e
CD163 foi relacionada a progndstico adverso. Entretanto, apdés uma analise
multivariada, a influéncia do CD68 se manteve, enquanto a do CD163, nao.
Uma possivel explicagdo para esse achado € que o CD68 abrange uma gama
mais ampla de células envolvidas na resposta imune e entao reflete melhor
as células do microambiente que o CD163, que € um marcador linhagem-
especifico. Foi observado ainda que o impacto adverso de altos niveis de
CD68 persistiu mesmo quando os casos com histologia de esclerose nodular
foram analisados separadamente, sugerindo que o valor preditivo do CD68

independe do subtipo histolégico do LHc (KAMPER et al. 2011).

2.7.5 Interagao com o microambiente tumoral

O LH tem a caracteristica unica de ser uma neoplasia na qual as células
neoplasicas compreendem cerca de 1% das células responsaveis pelo
aumento do volume do linfonodo, sendo o restante representado pela
infiltracdo de muitos tipos diferentes de células do sistema imune, incluindo

linfocitos T, linfécitos B, plasmacitos, neutréfilos, eosindfilos e mastdcitos. Ha
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evidéncias de que o recrutamento de células inflamatérias para o
microambiente tumoral do linfoma de Hodgkin seja essencial para a
sobrevivéncia da célula HRS e que estas necessitam de sinais paracrinos
recebidos de outras células para sobreviverem. Células HRS dificiimente
crescem em cultura, ndo sobrevivem em camundongos imunodeficientes,
raramente sdo encontradas no sangue periférico e quando se disseminam
para outros 6rgaos, geralmente reproduzem o microambiente tumoral inicial,
rico em células inflamatdrias (KAPP et al. 1994).

Ha varias linhas de evidéncias que sugerem que as células HRS
recrutam muitas das células que compdem o microambiente através da
secre¢ao de quimiocinas e citocinas. Por outro lado, as células HRS se
beneficiam de sinais paracrinos induzidos pelas células nao tumorais
pertencentes ao rico microambiente. As células T CD4+ representam a maior
populacdo de células infiltrantes nos tecidos envolvidos pelo LHc. Estas
células sao presumivelmente atraidas pelas quimiocinas CCL5, CCL17
(TARC) e CCL22, secretadas por células HRS e pela CCL11, que é secretada
por fibroblastos. Estudos revelam que parte da populacao de linfocitos T sao
linfécitos T auxiliar-2 (Th2). Estas células, que séo frequentemente localizadas
junto as células HRS, expressam CD40L (ligante de CD40) e, portanto, podem
estimular a via de sinalizagdo CD40 em células HRS. Os antigenos de
histocompatibilidade maior classe Il (MHC, do inglés major histocompatibility
complex) e os fatores estimuladores de células T, CD80 e CD86, sao
expressos na superficie de células HRS, promovendo interacdo com os

linfécitos T circundantes. Os linfécitos Tregs, que expressam CD4, CD25 e
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FOXP3, também sao parte importante do microambiente tumoral no LH.
Linfécitos Tregs tém um papel essencial na autoimunidade, embora possam
ainda suprimir os linfécitos reativos aos antigenos tumorais. Isto ocorre
através da inibicdo de IL2 e CD25 (IL2Ra), que adia ou impede a ativagao de
células T citotoxicas CD8+ e de células NK (do inglés natural killer). Os
linfécitos Treg também secretam IL10, uma citocina supressora. Estes efeitos
de Tregs podem proteger as células HRS de linfécitos T citotdxicos e células
NK, particularmente nos casos associados ao EBV, nos quais a célula HRS
expressa o antigeno viral (KAPP et al. 1994).

O recrutamento de eosindfilos para o microambiente tumoral decorre
da secregao de fator estimulador de colénia de macréfagos e granuldcitos,
IL5, IL9, CCL5 e CCL28 por células HRS e CCL11 por fibroblastos. Os
eosindfilos contribuem para a patogénese do LHc pela secregéao de fator de
crescimento transformador Beta (TGFB, do inglés transforming growth fator-
Beta) e expressao de CD30L (ligante do CD30), o qual estimula a sinalizagéao
nas células HRS. A secrecdo de CCL5 por células HRS atrai eosindfilos,
linfocitos T CD4+ e mastécitos, os quais também expressam o CD30L. Os
mastocitos podem contribuir para o crescimento tumoral por facilitar a
angiogénese e remodelagao dos tecidos (SCHMITZ et al. 2009). A figura 2
resume a interacdo da célula HRS com o microambiente do linfoma de

Hodgkin.
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Fonte: SCHMITZ et al. (2009).
Figura 2 - Interagdes da célula de HRS do LHc com as células do

microambiente. O microambiente celular no LHc é constituido por algumas células de HRS
rodeadas por um grande infiltrado de células inflamatdrias, que podem constituir 99% de todas
as células no tecido tumoral e que consistem sobretudo em fibroblastos, eosindfilos,
mastdcitos, células B, plasmécitos e células T. As células neste microambiente sdo atraidas
por varias citocinas. Os fibroblastos libertam eotaxina que atrai células T CD4+ e eosindfilos.
A via de sinalizagao do ligando CD30 (CD30L)/CD30 ativada pelos eosindfilos e mastécitos
promove a sobrevivéncia das células de HRS. Estas células também recebem muiltiplos
estimulos proliferativos das células T CD4+, através das interagbes CD54-LFA-1, ligando
CD40 (CD40L)/CD40, MHCII/TCR, CD58/CD2 e CD80/CD28. A fungdo dos LTC ¢ inibida pela
interacao ligando PD-1 (PD-1L)/PD-1 entre estas células e as células de HRS e pela secregao
de IL-10, TGF-f e galectina-1 pelas células tumorais. Sdo também inibidos pela libertacao de

IL-10 pelas Tregs.
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Macrofagos representam uma populagdo heterogénea de células que
sao um constituinte principal do microambiente tumoral, onde promovem ou
inibem a tumorigénese e metastase, dependendo de seu estado. A principio,
pensava-se que os macrofagos associados ao tumor eram recrutados pelo
organismo para agir contra o tumor. Entretanto, evidéncias crescentes
mostram que macréfagos sao requisitados pelo tumor, para protege-lo da
agao de outras células do microambiente tumoral. Dados clinicos sugerem
que uma alta densidade de TAMs esta associado a um mau progndstico em
mais de 80% dos tumores humanos (BINGLE et al 2002). A alta densidade
tumoral de TAMs foi significativamente associada ao aumento da densidade
vascular, resisténcia a quimioterapia e pior resultado clinico na maioria dos
tumores, incluindo cancer de pulmao, colorretal, mamario, ovario, melanoma
maligno, linfoma de Hodgkin e mieloma multiplo (GUERRIERO 2018).

Ha evidéncia clinica e experimental que macréfagos promovem a
iniciagcao e a progressao do cancer. Durante a iniciagdo do tumor, macréfagos
criam um ambiente inflamatério mutagénico e promotor de crescimento. Com
a progressao do tumor, os macrofagos estimulam a angiogénese, intensificam
a migracao de células tumorais e suprimem a atividade antitumoral. Em sitios
metastaticos, macrofagos preparam o tecido-alvo para a chegada das células
tumorais. Em seguida, uma subpopulagao diferente de macréfagos promove
o extravasamento de células do tumor, sobrevivéncia e crescimento
subsequente (CONDEELIS e POLLARD 2006).

Macrofagos sao células mononucleares da linhagem fagocitica com

uma diversidade de fungdes que levou a varias tentativas de classificagao. As
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classificagdes mais bem-sucedidas foram aplicadas a subpopulacoes
macrofagicas segundo sua participacdo nas respostas imunoldgicas.
Macrofagos classicamente ativados séo células efetoras potentes que matam
microorganismos e células tumorais, produzem grandes quantidades de
citocinas pro-inflamatdrias e ativam linfocitos T citotdxicos. Esses macrofagos
sdo os chamados macréfagos "M1". Por outro lado, os macréfagos podem ser
ativados de uma maneira que promova a remodelacgao e o reparo dos tecidos
e atraiam preferencialmente subconjuntos de células T desprovidos de
fungdes citotdxicas, como células T reguladoras (Tregs) e células T helper tipo
2 (Th2). Os macréfagos alternativamente ativados sdo os chamados
macrofagos "M2". Ao avaliar a fungdo dos TAMs, eles mostram fungdes
protumorais que promovem a sobrevivéncia, proliferacdo, angiogénese,
disseminagao e quimiorresisténcia do tumor (GUERRIERO 2018).

No linfoma de Hodgkin, varios estudam demonstram que o aumento do
numero de macrofagos no microambiente tumoral se correlacionava com
parametros clinicos e patolégicos desfavoraveis da doenca (REE e KADIN
1985). Outros pesquisadores usaram o perfil de expressdo génica para
identificar uma assinatura do gene TAM significativamente associada a falha
do tratamento primario. Eles validaram ainda esses achados usando o
anticorpo CD68, mostrando que um numero aumentado de TAMs CD68 + nas
amostras de bidpsia de linfonodos de pacientes com LH estava associado a
prognéstico clinico adverso (STEIDL et al. 2010; STEIDL et al. 2011b). A
possibilidade de empregar um anticorpo ja utilizado na rotina como marcador

prognéstico, impulsionou varios estudos. Desde entdo, outros estudos
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demonstraram a importante correlagdo entre o aumento do numero de TAMs
de acordo com a expressao de CD68 e um pior curso clinico do LH (TZANKOV
etal. 2010; KAMPER et al. 2011; TAN et al. 2012; GREAVES et al. 2013). Por
outro lado, também foram publicados estudos que nao demonstraram
correlagao significativa entre TAMs CD68 + e pior progndstico clinico para LH
(HARRIS et al. 2012; SANCHEZ-ESPIRIDION et al. 2012; KAYAL et al. 2014).

Vale ressaltar ainda que o microambiente do linfoma de Hodgkin
relacionado ao EBV tem aspectos distintos daquele do linfoma de Hodgkin
nao relacionado ao EBV. A presenca de EBV pode alterar a expressao de
citocinas e quimiocinas. De fato, o EBV favorece uma reacdo Th1 no
microambiente do LH. Nos casos de LH com positividade para EBV, ha uma
maior expressao de IL-12, responsavel pela diferenciacdo de células Th1-,
bem como de quimiocinas que suportam uma resposta Th1 (IP-10, Mig, MIP-
1). Consequentemente, as células T CD8 + sao mais numerosas no infiltrado
reativo dos casos de EBV +. No entanto, esta tentativa de resposta imune
mediada por células em casos de EBV + parece ser ineficaz, porque ha uma
supressao local de células T citotdoxicas especificamente direcionadas a
antigenos de EBV. Essa supressao pode ser devida a presenga de IL-10, um
citocina anti-inflamatdria potente frequentemente produzida por células HRS
em casos de LHc com positividade para EBV. LMP1 pode induzir expressao
celular de IL-10 em células EBV + (ALDINUCCI et al. 2010; CARBONE e
GLOGHINI 2018).

O microambiente tumoral do LHc associado ao EBV também é

caracterizado por um numero significativamente maior de macréfagos CD68
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+, CD163 + do que o de LHc nao relacionado a EBV. Dependendo da
disponibilidade de diferentes sinais microambientais, os macréfagos podem
sofrer ativagao polarizada em dois estados funcionais: os macréfagos M1 com
um fendtipo pré-inflamatoério, com capacidade de promover respostas Th1 e
matar células tumorais e os macrofagos M2 com atividade potente de
promog¢ao de tumores, fungdes reguladoras no reparo e remodelagdo de
tecidos e promoc¢ao de respostas Th2. Nos LHc com positividade para EBV, a
principal polarizagdo dos macrofagos € o fenétipo M1, que esta de acordo com
um microambiente predominantemente Th1 (CHETAILLE et al. 2009;
KAMPER et al. 2012).

Apesar dos dados conflitantes na literatura, duas metanalises
recentes mostram que os TAM podem ser preditores de mau prognéstico no
linfoma de Hodgkin, tornando-se um potencial alvo terapéutico. Entretanto,
nao ha uniformidade na avaliagao dos TAM, requerendo uma validagao clinica
adicional para confirmar o papel dos TAM como biomarcadores (GUO et al.

2016; JIANG et al. 2016).
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3 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O LH é uma das neoplasias do sistema linfo-hematopoiético com maior
taxa de cura. Aproximadamente 80% dos pacientes diagnosticados em
estadios iniciais e 65% dos pacientes diagnosticados em estadios avangados
alcancam longas remissbes com o tratamento de primeira linha com
quimioterapia associada ou nao a radioterapia. Entretanto, cerca de 10% a
15% dos pacientes em estadios precoces e 20% a 35% daqueles em estadios
avangados, progridem apos o tratamento de primeira linha, necessitando de
tratamento adicional, representado por quimioterapia em alta dose (de resgate
ou salvamento), seguida por transplante autélogo de células-tronco, quando
nao ha contraindicagcao para esse procedimento (SANTOS et al. 2008). Essa
segunda linha de tratamento induz remissdo em longo prazo para
aproximadamente 50% dos pacientes. Pacientes que sao refratarios ou
progridem apds o transplante em até um ano tem mau prognoéstico com tempo
mediano de sobrevida de aproximadamente 1,2 ano (ARAI et al. 2013).

Por outro lado, calcula-se que cerca de 20% dos pacientes sao super-
tratados. O resultado € aumento nas comorbidades resultantes do tratamento,
como desenvolvimento de segunda neoplasia e disfungdo de 6rgaos-alvo
(STEIDL et al. 2011a e b).

Para tratar os pacientes que falharam apds essas terapéuticas de
resgate, novas drogas foram aprovadas, como o brentuximabe vedotina, um

conjugado droga-anticorpo com acao anti-CD30. Também estdo em uso os
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anticorpos monoclonais nivolumabe e pembrolizumabe, com ag¢éo anti-PD1,
que mostraram altas taxas de resposta e durabilidade do beneficio (SANTOS
et al. 2008; SHANBHAG e AMBINDER 2018).

Nos ultimos anos, ha uma melhor compreensao da biologia do LH, dos
efeitos colaterais tardios da terapia, favorecendo uma abordagem
personalizada adaptada ao risco. Essa abordagem promete fornecer
toxicidade mais baixa e taxas de cura mais altas para pacientes de menor
risco, reservando regimes mais agressivos para os pacientes de alto risco que
realmente precisam deles (SHANBHAG e AMBINDER 2018).

A estratégia central da medicina personalizada é o uso de um
biomarcador, definido como uma caracteristica que € objetivamente
mensurada e avaliada como indicador de um processo biolégico normal, um
processo patolégico ou resposta farmacoléogica a uma intervengéo
terapéutica. Muitos biomarcadores também fornecem informacgdes sobre a
evolugdo clinica de uma doencga e a capacidade de distinguir pacientes com
melhor progndstico daqueles que terao resultados mais pobres.

Os estudos de microambiente tumoral no LH sugerem uma base para
o estudo de biomarcadores que possam melhor selecionar os pacientes e a
terapéutica, ja que ha uma importante interacdo entre o LH e o seu
microambiente. Embora existam estudos promissores com alguns
biomarcadores, as diferentes técnicas aplicadas podem ser responsaveis por
resultados conflitantes.

Muitas questdes ainda nao estao respondidas. Embora hoje saibamos

que a interagdo com o microambiente e a capacidade de fazé-lo trabalhar a
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favor da progressao da neoplasia seja uma das marcas do cancer, esse
conhecimento nao esta ainda validado para todas as neoplasias, dependendo
da sua incidéncia, prevaléncia e importancia econdmica.

Em dois estudos brasileiros que avaliaram o numero de macréfagos
associados ao tumor através da imunoexpressdo de CD68 e CD163 néo
encontraram nenhuma relagéo entre o numero de macrofagos e a sobrevida
livre de doenca e a sobrevida global dos pacientes, contrariando alguns
estudos da literatura (AZAMBUJA et al. 2012; ASSIS et al. 2012). Assim,
nosso projeto objetiva contribuir no estudo do microambiente tumoral no LHc,
avaliando a interacdo entre o linfoma e seu microambiente, em busca de
marcadores de prognéstico no infiltrado inflamatério associado ao tumor. No
presente trabalho, por se tratar de um estudo em duas instituicbes localizadas
em regides geograficas distintas do pais (Sudeste e Nordeste), sera também
possivel avaliar se ha diferengas regionais entre parametros clinicos e
patolégicos, em particular na composi¢ao do infiltrado inflamatério associado

ao linfoma.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

Avaliar o microambiente tumoral no LHc em duas populacdes
brasileiras, procedentes de diferentes regides geograficas, S&do Paulo e
Ceara, comparando o perfil do infiltrado inflamatério relacionado ao tumor em
cada populacdo, utilizando os marcadores de linfécitos T e suas

subpopulagdes, linfécitos B e macrofagos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar se as caracteristicas clinico-patolégicas diferem nas duas
populagdes, como subtipo histolégico, status do EBV, estadio da
doenca, distribuicdo por géneros, idade e sobrevida.

2 Avaliar se ha diferenca entre as subpopulagbes do microambiente
tumoral nessas populagdes.

3 Avaliar se o status do EBV influencia as subpopulagdes do
microambiente tumoral.

4 Avaliar se as subpopulagbes do microambiente tém impacto na

sobrevida livre de eventos.
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5 METODOLOGIA

51 CONSIDERAGOES ETICAS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de ambas as
instituicbes envolvidas, do A.C.Camargo Cancer Center, sob numero

2084/2015 e do Instituto do Cancer do Ceara sob numero 1.315.571. (Anexo

1)

5.2 CARACTERISTICAS DO ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional analitico do tipo coorte

retrospectivo, realizado nas Instituicbes acima citadas.

5.3 POPULAGAO DO ESTUDO

A partir da revisdo dos prontuarios, foram identificados pacientes
acompanhados no A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2008 a 2013 e
no Hospital Haroldo Juagaba (HHJ) de 2004 a 2013, sem restricdo quanto a
sexo ou idade, tendo sido selecionados para o estudo os que respeitaram os

critérios de inclusdo descritos a seguir.
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5.3.1 Critérios de inclusao

Os pacientes foram incluidos no grupo de acordo com as informagdes
e/ou amostras disponiveis para avaliacdo. Desta forma, foram incluidos
pacientes com laudo histopatolégico confirmatério do diagndstico de LHc
emitido pelos Departamentos de Anatomia Patoldgica (DAP) de ambas as
instituicdes, que foram tratados nas respectivas instituicbes e que dispunham
de laminas de hematoxilina e eosina (HE) e respectivas laminas de imuno-
histoquimica (IHQ), bem como blocos de parafina disponiveis para confecgéo

de tissue microarray (TMA).

5.3.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos pacientes com diagndstico de LHc sem confirmacao
posterior pela reavaliagdo histopatoldgica; pacientes portadores de outra
neoplasia; pacientes sem blocos de parafina disponiveis ou pacientes com
amostras pequenas, em que a confecgao do TMA pudesse esgotar os blocos
de parafina e pacientes com co-morbidades importantes (imunodeficiéncias,

doencas debilitantes associadas).

5.4 RESGATE DE LAMINAS E BLOCOS DE PARAFINA

Os pacientes que preencheram os critérios de selecao tiveram suas
amostras referentes as laminas de HE e IHQ, além dos blocos de parafina,

solicitados aos arquivos dos DAP de ambas as institui¢des participantes.
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5.5 FLUXOGRAMA DA SELEGAO DE PACIENTES DO

A.C.CAMARGO CANCER CENTER, SP

Pacientes selecionados
pelo Recruit
N=144

T

Excluidos pacientes
portadores de LHPLN

Pacientes portadores de
LHc
N=135

Excluidos pacientes nédo
elegiveis para estudo
N=31

I

Pacientes elegiveis para
o estudo
104 cientes

—

N=12

T

Pacientes com material
disponivel
N=92

—

Excluidos pacientes sem
segwmento

|

Excluidos pacientes sem
material disponivel

Pacientes com
seguimento
N= 88

Figura 3 - Fluxograma da selegdo dos pacientes do A.C.Camargo Cancer

Center. Como sao realizadas muitas pesquisas na instituicdo, muitos pacientes

selecionados nao dispunham de material suficiente nos blocos.
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5.6 FLUXOGRAMA DA SELEGAO DE PACIENTES DO HOSPITAL

HAROLDO JUACABA, FORTALEZA

sistema Tasy
N =285

Excluidos pacientes
portadores de LHPLN
N=5
Pacientes portadores de
LHc
N=280
{ Excluidos pacientes nédo

elegiveis para estudo
Pacientes elegiveis para
o estudo
N=202

Pacientes selecionados
pelo registro de cancer e

—

N=78
Excluidos pacientes sem
material disponivel
N=97

Pacientes com material

—

disponivel
N=105
Excluidos pacientes sem
seguimento
N=18

Pacientes com
segmmento

Figura 4 - Fluxograma da selegdo dos pacientes do Hospital Haroldo

Juacgaba. Como o servico de patologia funciona como laboratério de apoio para outros

hospitais, muitos pacientes diagnosticados no servigo nao sao tratados no hospital.
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5.7 CONFECGAO DO TISSUE MICROARRAY (TMA)

Para confec¢cao do TMA foram selecionadas de cada amostra, duas
areas representativas do tumor, preferencialmente sem necrose, fibrose ou
calcificagéo, tendo sido realizada marca das areas selecionadas no bloco e
lamina respectivos. Posteriormente, utilizou-se o equipamento Beecher MT1
manual arrayer (Beecher Instruments, Silver Spring, Silver Spring, MD,
Estados Unidos da América) para a confec¢gao do TMA. A matriz foi construida

com amostras de tumor com aproximadamente 1,0 mm de didmetro cada.

5.8 REALIZAGAO DA IMUNOISTOQUIMICA

Foram selecionados marcadores para estudar as subpopulagdes

linfocitarias e os macréfagos, relacionados na Tabela 2.

Tabela 2 - Anticorpos primarios utilizados nas reag¢des imunoistoquimicas.

Anticorpo anti- Clone Expressao celular relevante
CD3 2GV6 Célula T; célula NK

CD4 SP35 Célula T auxiliar e macréfago.
CDs8 SP57 Célula T citotoxica

CD20 L26 Linfocitos B maduros.

CD68 KP1 Mondcitos/macrofagos.

FOXP3 236 AIE7 Célula T auxiliar regulatéria
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As laminas contendo os tecidos em matriz (TMAs) foram submetidas
a reagao de imunoistoquimicas, segundo técnica padrao. Resumidamente, as
laminas de TMA foram desparafinadas em xilol e hidratadas em gradiente
decrescente de alcool até chegar a agua. Apés a desparafinagao, procedeu-
se a inibicao da peroxidase enddgena (solugado de H202 a 3%) e, em seguida,
a recuperagao antigénica pelo calor. A recuperagao antigénica foi realizada
submergindo-se as laminas com os tecidos em tampao Tris-EDTA, pH 9,0,
em banho a 90° C por 40 minutos. Apds a recuperacgao antigénica, aguardou-
se o esfriamento das laminas e procedeu-se a incubacao dos cortes com os
anticorpos primarios relacionados na Tabela 2, por 1 hora, a temperatura
ambiente. Apos retirada do anticorpo primario, foi realizada a deteccédo do
mesmo através de um kit revelador da reagéo, a base de polimero ligado a
peroxidase (Novolink, Leica Biosystems, Newcastle, Reino Unido) por uma
hora a temperatura ambiente. Em seguida, incubaram-se as laminas com
solucdo de diaminobenzidina. Apds, as laminas foram desidratadas e
montadas de forma permanente em meio permanente. Apds cada incubacao,
as laminas foram lavadas com tampao Tris, pH 7,4. Controles positivos, com
reatividade conhecida para cada marcador, foram utilizadas em cada corrida
de reacéo. Controles negativos, sem incubagdo com o anticorpo primario,

também foram utilizados.
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5.9 HIBRIDIZAGAO IN SITU (CISH, DO INGLES CHROMOGENIC
IN SITU HYBRIDIZATION) PARA DETECGAO DO VIiRUS DE

EPSTEIN-BARR

Para realizacdo do CISH para deteccdo do EBV utilizou-se a sonda
INFORM EBER (Ventana Medical Systems). Os cortes de tecido parafinado
em matriz foram processados e corados pelo sistema automatico da Ventana
Benchmark, com o Kit Ventana ISHIVIEW (Roche Diagnostics, Tucson, AZ,

Estados Unidos da América).

5.10 ANALISE DAS REAGOES IMUNOISTOQUIMICAS DO TMA

As laminas submetidas a IHQ foram analisadas através de estimativa
visual por dois patologistas (MP e CG). Essa estimativa percentual foi
realizada para os marcadores para CD3, CD4, CD8, CD20, CD68 e FOXP3.
Na estimativa visual, considerou-se a média ponderada do percentual dos
marcadores entre CD20/CD3 e CD4/CD8 para estimar o total de linfocitos B/T
e T CD4+/T CD8+, respectivamente. Para cada par desses marcadores, a
somatoria dos valores corresponde a 100%.

Utilizou-se a média aritmética entre os dois cilindros de tecidos
correspondentes a cada caso, para cada anticorpo, exceto para os casos em
que apenas uma das areas estava disponivel para avaliagdo, quando apenas
a area preservada foi utilizada. A Figura 5 ilustra a expressao dos marcadores

analisados.
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Figura 5 - Exemplos representativos da imunoexpressdo dos anticorpos
analisados no LHc, avaliados por microcopia optica com magnitude de

400x.

Legenda: A. CD 3, expressdo baixa. B. CD 3, expressao alta. C. CD 4, expressdo baixa. D. CD 4,
expressdo alta. E. CD 8, expressdo baixa. F. CD 8, expressao alta. G. CD 20, expressdo baixa. H.
CD 20, expressdo alta. . CD 68, expressao baixa. J. CD 68, expressao alta. K. Fox P3, expressao

baixa. L. Fox P3, expressao alta.

5.11 ANALISE DO CISH PARA EBER

O resultado do CISH foi considerado positivo, quando uma ou mais
células de HRS demonstrou coloragao marrom. Os casos em que nao houve
marcacao foram considerados negativos. Na Figura 6, ha exemplo de reacao

negativa e positiva.
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Figura 6 - Exemplo da avaliagdo do CISH para EBV.

Legenda: Microscopia 6tica na magnitude de 400x. A. As células HRS sem coloragao

nuclear sdo negativas. B. As células HRS com colora¢do marrom no nucleo séo positivas.

5.12 ANALISE ESTATISTICA

5.12.1 Avaliagao dos parametros clinicos e sobrevidas

Os pacientes tiveram os seguintes dados recuperados de seus
prontuarios: idade, sexo, estadio de Ann-Arbor, nivel de hemoglobina,
albumina sérica, leucometria e linfometria, parametros utilizados na
classificagao do IPS (sigla para International Prognostic Score). Além disso,
foram avaliados o subtipo histolégico, presenca de doenca Bulky, esquema
quimioterapico, numero de ciclos da quimioterapia e a realizagdo de
radioterapia. Os estadios foram agrupados em I/l e lll/1V e estratificados como
precoce ou avancgado. Resposta completa foi considerada de acordo com os
meétodos disponiveis em cada instituicdo e documentada nos prontuarios
(exame clinico, tomografia computadorizada, tomografia de emisséo de
positrons e/ou exames anatomopatologicos). Progressédo foi considerada

como aumento do volume tumoral apds inicio do tratamento, que necessitasse
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mudanga de tratamento ou acréscimo de tratamento adicional, antes do
registro de remissdo completa. Recidiva foi considerada quanto aumento do
volume tumoral foi detectado apds registro de remissdo completa. Definimos
nosso desfecho como sobrevida livre de eventos (SLE), sendo considerados
para o calculo da SLE tempo entre o inicio do tratamento e a
recidiva/progressao ou a data do ultimo seguimento do estudo. Para o calculo
da sobrevida global, consideramos os 6bitos por LHc ou a data do ultimo

seguimento do estudo.

5.12.2 Tabulagao de dados e testes estatisticos

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel e exportados para o
software Statistical Packcage for the Social Sciences (SPSS) 20,0 para
Windows no qual as analises foram realizadas adotando uma confianga de
95%.

Os dados de imunoistoquimica foram expressos em forma de média e
desvio-padrao, comparados entre si pelo teste de Kruskal-Wallis/Dunn ou
Mann-Whitney (dados ndo paramétricos) e apos tragado da mediana como
ponto de corte de percentual de células imunomarcadas, os dados de
imunoexpressdo e demais dados clinico-patologicos foram expressos em
forma de frequéncia absoluta e percentual e analisados quanto a
recorréncia/progressao pelo teste qui-quadrado de Pearson.

Foram calculados os tempos médios livres de eventos por meio de
curvas de Kaplan-Meier para cada variavel clinico-patolégica e imuno-

histoquimica, as quais foram comparadas pelo teste de Log-Rank Mantel-Cox.
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A sobrevida livre de eventos foi calculada em meses através da diferenca
entre a data do ultimo follow up e a data do diagnéstico (pacientes livres de
eventos) ou a data em que foi diagnosticada recorréncia/progressao e a data
do diagnéstico (pacientes com evento). Apds isso, as variaveis que mostraram
associagao p<0,200 com o tempo livre de eventos (p<0,05, teste de Log Rank
Mantel Cox) foram analisadas por meio da regressao de Cox (analise
multivariada) para estabelecimento dos fatores independentes preditivos de

recorréncia/progressao.



52

6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os pacientes
de ambas as instituicbes participantes no que diz respeito a sexo, idade,
estadio e presenga de doenga Bulky. Os pacientes do A.C.Camargo Cancer
Center mostraram maior prevaléncia do tipo histolégico LHEN que o HHJ. No
HHJ, embora o subtipo LHEN seja o mais frequente, mostrou um percentual

importante de casos de LHCM. A tabela 3 mostra o resumo dos dados.
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Tabela 3 - Sumario dos dados clinicos e histopatologicos de pacientes

portadores de LHc em dois centros oncoldgicos no Brasil.

Hospital
Total AC Camargo HHJ p-Valor
Sexo (n=176) n=176 n=89 n=87
Feminino 93 52,8% 51 57,3% 42 48,3% 0,230
Masculino 83 47,2% 38 42,7% 45 51,7%
Idade 45 (n=176) n=176
<45 anos 135 76,7% 65 73,0% 70 80,5% 0,244
2 45 anos 41 23,3% 24 27,0% 17 19,5%
Subtipo histolégico n=176
CM 24 13,6% 3 3,4% 21* 24,1% <0,001
EN 135 76,7% 80* 89,9% 55 63,2%
PL 8 4,5% 5 5,6% 3,4%
RL 9 51% 1 1,1% 9,2%
Estadio de Ann- n=176
Arbor
in 96 54,5% 48 53,9% 48 55,2% 0,869
nnv 80 45,5% 41 46,1% 39 44,8%
Doenga Bulky n=176
Nao 111 63,1% 60 67,4% 51 58,6% 0,227
Sim 65 36,9% 29 32,6% 36 41,4%

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson (n, %).

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os pacientes

dos dois centros em relagdo ao nivel sérico de albumina, leucometria e

linfometria. No entanto, os pacientes do HHJ mostraram maior frequéncia de

baixo nivel de hemoglobina. No que diz respeito a conduta terapéutica, néo

houve diferenga significativa entre os dois centros em relagao ao protocolo de

quimioterapia utilizado e utilizagdo de radioterapia. Entretanto, os pacientes

do HHJ foram submetidos a um maior numero de ciclos de quimioterapia que

os pacientes do A.C.Camargo Cancer Center, como demonstrado na Tabela

4.
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Tabela 4 - Sumario dos dados laboratoriais e conduta terapéutica de pacientes
portadores de LHc em dois centros oncoldgicos no Brasil.

Hospital
Total AC Camargo HHJ p-Valor

Albumina sérica n=147

<4 72  49,0% 28 46,7% 44 50,6% 0,641

24 75 51,0% 32 533% 43 49,4%
Hemoglobina n=176

<10,5 30 17,0% 5 5,6% 25  28,7% <0,001

210,5 146 83,0% 84 944% 62 71,3%
Leucometria n=176

<15.000 157 892% 81 91,0% 76 87,4% 0,435

215.000 19 108% 8 9,0% 1 12,6%
Linfometria n=176

< 600 16 9,1% 7 7,9% 9 10,3% 0,567

2 600 160 90,9% 82 921% 78 89,7%
Sorologias n=176

Nao 175 994% 88 989% 87 100,0% 0,321

Sim (Hepatite) 1 0,6% 1 1,1% 0 0,0%
Protocolo de quimioterapia n=176

ABVD 170 96,6% 85 955% 85 97,7% 0,422

BE 6 34% 4 4,5% 2 2,3%
Ciclos de quimioterapia n=176

Até 6 123 699% 70 78,7% 53 60,9% 0,010

>6 53 30,1% 19 213% 34 391%
Radioterapia n=168

Nao 78 46,4% 40 482% 38 44,7% 0,650

Sim 90 536% 43 518% 47 553%
*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson (n, %).

A resposta terapéutica ao tratamento quimioterapico e/ou

radioterapico, ndo apresentou diferenga significativa entre os dois centros

oncolégicos, como mostra a Tabela 5.
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Tabela 5 - Avaliacédo da resposta terapéutica em pacientes portadores de LHc
em dois centros oncolégicos no Brasil.

Hospital
Total AC Camargo HHJ p-Valor
Resposta terapéutica n=167
RC 136 814% 69 841% 67 78,8% 0,376
RP/PD 31 18,6% 13  159% 18 21,2%

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson (n, %).

Quando avaliamos os parametros clinicos associados a sobrevida,
encontramos que no A.C.Camargo Cancer Center, nenhum dos parametrso

avaliados influenciou a SLE (Tabela 6). .

Tabela 6 - Correlagdo entre paradmetros clinicos e SLE em pacientes
portadores de LHc no A.C.Camargo Cancer Center.

A.C.Camargo Cancer Center

SLE em 3 anos Tempo médio de SLE
% Média IC 95% p-Valor
Sexo n=70
Feminino 43 84,3% 31,96+1,38 29,26-34,65 0,125
Masculino 27 73,0% 27,69+2,22 23,34-32,05
Idade
<45 anos 50 78,1% 29,69+1,50 26,74-32,63 0,718
2 45 anos 20 83,3% 31,67+2,09 27,56-35,77
Histologia
CM 3 100,0% - - 0,822
EN 62 78,5% - -
PL 4 80,0% - -
RL 1 100,0% - -
Estagio
i 41 85,4% 32,14+1,42 29,35-34,93 0,104
v 29 72,5% 27,78+2,09 23,68-31,88
Doenca Bulky
Nao 49 83,1% 31,07+1,42 28,29-33,86 0,246
Sim 21 72,4% 28,51+2,37 23,87-33,15

*p<0,05, teste de Log-Rank Mantel Cox (média + EPM do tempo médio de sobrevida
calculado por curvas de Kaplan-Meier).
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Para os pacientes do HHJ, a SLE também nao foi afetada por nenhum

parametro clinico, como demonstra a Tabela 7.

Tabela 7 - Correlagdo entre parametros clinicos e SLE em pacientes
portadores de LHc no HHJ.

HHC
SLE em 3 anos Tempo médio de SLE
% Média IC 95% p-Valor
Sexo n=69
Feminino 34 81,0% 32,23+1,40 29,49-34,97 0,578
Masculino 35 77,8% 29,19+1,90 25,46-32,92
Idade
<45 anos 54 77,1% 30,31+1,36 27,66-32,97 0,347
245 anos 15 88,2% 32,25+2,49 27,38-37,12
Histologia
CM 19 90,5% - - 0,316
EN 40 72,7% - -
PL 3 100,0% - -
RL 7 87,5% - -
Estagio
1] 38 79,2% 30,79+1,61 27,63-33,95 0,873
v 31 79,5% 30,48+1,81 26,94-34,03
Doenca Bulky
Nao 44 86,3% 32,58+1,32 29,99-35,17 0,053
Sim 25 69,4% 27,96+2,14 23,77-32,14

*p<0,05, teste de Log-Rank Mantel Cox (média + EPM do tempo médio de sobrevida

calculado por curvas de Kaplan-Meier).

Para os pacientes do A.C.Camargo Cancer Center, a SLE em 36 meses
foi influenciada pela hemoglobina, quantidade de ciclos de quimioterapia e a
realizacado de radioterapia. A SLE foi maior nos pacientes com hemoglobina
maior que 10,5d/l, tiveram até 6 ciclos de quimioterapia e realizaram

radioterapia, como mostra a Tabela 8.
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Tabela 8 - Correlagao entre parametros laboratoriais, conduta terapéutica e
SLE em pacientes portadores de LHc no A.C.Camargo Cancer Center.

A.C.Camargo Cancer Center

SLE em 3 anos Tempo médio de SLE

n % Média IC 95% p-Valor
Albumina sérica n=45
<4 20 71,4% 28,32+2,41  23,60-33,04 0,365
24 25 80,6% 30,67+1,96 26,82-34,52
Hemoglobina n=70
<10,5 1 20,0% 12,4045,38  1,86-22,94 0,001
210,5 69 83,1% 31,34+1,16  29,06-33,62
Leucometria n=70
< 15,000 64 80,0% 30,36+1,29  27,83-32,89 0,801
215,000 6 75,0% 29,00+4,29 20,60-37,40
Linfometria n=70
<600 4 57,1% 22,1745,81 10,77-33,56 0,053
2600 66 81,5% 30,85+1,23  28,45-33,26
Protocolo de n=70
quimioterapia
ABVD 67 79,8% 30,11+1,28  27,60-32,62 0,735
BE 3 75,0% 33,67+1,91  29,93-37,40
Ciclos de quimioterapia n=70
Até 6 59 85,5% 31,85+£1,25  29,40-34,31 0,014
>6 11 57,9% 24,65+3,07  18,64-30,67
Radioterapia n=67
Néo 27 67,5% 26,00+2,25 21,59-30,42 0,001
Sim 40 93,0% 34,53+0,91 32,75-36,31

*p<0,05, teste de Log-Rank Mantel Cox (média + EPM do tempo médio de sobrevida

calculado por curvas de Kaplan-Meier).

A SLE dos pacientes do HHJ nado sofreu influencia de nenhum

parametro laboratorial ou terapeutico, como visto na Tabela 9.
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Tabela 9 - Correlagao entre parametros laboratoriais, conduta terapéutica e
SLE em pacientes portadores de LHc no HHJ.

HHJ
SLE em 3 anos Tempo médio de SLE
n % Média IC 95% p-Valor

Albumina sérica n=69

<4 33 75,0%  29,20+1,86  25,55-32,85 0,227

24 36 83,7%  32,07+1,50  29,12-35,01
Hemoglobina n=69

<10,5 17 68,0%  28,96+2,24  24,56-33,36 0,100

210,5 52 83,9%  31,36+1,40  28,61-34,11
Leucometria n=69

<15,000 60 789%  30,81+1,26  28,35-33,27 0,981

215,000 9 81,8%  29,65+4,00 21,81-37,49
Linfometria n=69

<600 6 66,7%  30,00+3,34  23,45-36,55 0,337

2600 63 80,8%  30,76+1,28  28,26-33,26
Protocolo de quimioterapia n=69

ABVD 68 80,0%  30,90+1,19  28,56-33,24 0,283

BP 1 50,0%  22,00+9,90 2,60-41,40
Ciclos de quimioterapia n=69

Até 6 45 84,9%  31,24+1,56  28,18-34,30 0,144

>6 24 70,6%  29,77+1,86  26,12-33,42
Radioterapia n=69

Nao 31 81,6%  31,62+1,63  28,43-34,81 0,675

Sim 36 76,6%  29,74+1,75  26,31-33,18

*p<0,05, teste de Log-Rank Mantel Cox (média

calculado por curvas de Kaplan-Meier).

+

EPM do tempo médio de sobrevida
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6.2 CARACTERISTICAS DO MICROAMBIENTE TUMORAL

Ao analisarmos o percentual de linfocitos e macréfagos presentes no
microambiente do LHc, evidenciamos um predominio de células CD 3, CD 4
e CD 8 em relagdo a células CD 20 e CD 68. O percentual de células
expressando FoxP3 foi significativamente inferior aos demais marcadores,

como evidenciado pela Figura 7.
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Figura 7 - Mediana do percentual de linfécitos e macréfagos avaliados por
estimativa visual no microambiente tumoral do LHc.

Legenda: Dados expressos em forma de média + desvio-padrdo; *p<0,05, diferenca
significante entre centros hospitalares. Teste de Kruskal-Wallis/Dunn.

A analise dos achados do microambiente demostrou que nao houve
diferenca significativa entre os dois centros entre o percentual de células que
expressaram CD20, CD68 e FOXP3. Entretanto, os pacientes do HHJ tiveram

um maior percentual de células que expressaram CD3, CD4 e CD8, como

observado na Tabela 10.
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Tabela 10 - Sumario do percentual de linfocitos e macrofagos avaliados por
estimativa visual no microambiente tumoral do LHc em dois centros
oncoldgicos.

Hospital
Total AC Camargo HHJ p-Valor
CD3 (n=169)
< 55% 86 50,9% 65 756% 21 253% <0,001
>55% 83 491% 21 244%  62*  T74,7%
CD4 (n=167)
<30% 79 47,3% 64 T74,4% 15 18,5% <0,001
>30% 88 52,7% 22 25,6% 66* 81,5%
CD8 20 (n=169)
<20% 86 50,9% 79* 91,9% 7 84%  <0,001
>20% 83 49,1% 7 8,1% 76*  91,6%
CD20 (n=171)
<20% 91 532% 50 56,8% 41 494% 0,331
>20% 80 46,8% 38 432% 42 50,6%
CD68 (n=167)
<15% 82 491% 40 46,0% 42 525% 0,400
>15% 85 50,9% 47 54,0% 38 47,5%
FOXP3 (n=172)
0% 111 64,5% 51 58,6% 60 70,6% 0,101
>0% 61 355% 36 414% 25 294%

*p<0,05, teste de Log-Rank Mantel Cox (média + EPM do tempo médio de sobrevida

calculado por curvas de Kaplan-Meier).

A Figura 8 ilustra bem essa diferencga significativa entre o percentual de

células que expressaram CD3, CD4 e CD8, nas duas populacdes estudadas.
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Figura 8 - Mediana do percentual de células positivas para CD3, CD4, CD8,
CD20, CD68 e FOXP3 no microambiente tumoral do LHc em dois centros

oncoldgicos.

Legenda: Dados expressos em forma de média + desvio-padrdo; *p<0,05, diferenga

significante entre centros hospitalares. Teste de Kruskal-Wallis/Dunn.

Quando avaliamos a SLE em relacdo aos achados de microambiente
de cada populagao, encontramos que o microambiente tumoral n&o influencia
a SLE dos pacientes do A.C.Camargo Cancer Center, como mostrado na

Tabela 11.
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Tabela 11 - Correlagdo entre o percentual de linfocitos e macréfagos no

microambiente tumoral do LHc e SLE no A.C.Camargo Cancer Center.

A.C.Camargo Cancer Center

SLE em 3 anos

Tempo médio de SLE

n % Média IC 95% p-Valor
CD3
Até 55% 53 81,5%  30,45%1,45 27,61-33,29 0,341
>55% 14 70,0%  28,62+2,66 23,41-33,83
CD4
Até 30% 53 82,8%  30,95+1,39 28,23-33,68 0,117
>30% 14 66,7%  27,15+2,88 21,50-32,80 0,262
CD8
Até 20% 61 78,2%  29,93+1,33 27,32-32,53 0,748
>20% 6 85,7%  31,00+4,56 22,05-39,95
CD20
Até 20% 37 75,5%  28,97+1,81 25,42-32,52 0,279
>20% 32 84,2%  31,61+1,65 28,37-34,85
CD68
Até 15% 30 76,9%  29,61+1,89 25,90-33,31 0,812
>15% 38 80,9%  30,52+1,69 27,20-33,84
FOXP3
0% 39 78,0%  29,62+1,70 26,29-32,95 0,767
>0% 29 80,6%  30,71+1,88 27,03-34,39
CD20/CD3
Até 3 38 80,9%  30,37+1,68 27,07-33,68 0,758
>3 31 77,5%  29,89+1,87 26,22-33,55
CD8 CD4
Até 1,5 24 80,0%  29,62+2,31 25,10-34,14 0,942
>1,5 43 78,2%  30,25+1,52 27,27-33,24

*p<0,05, teste de Log-Rank Mantel Cox (média + EPM do tempo médio de sobrevida

calculado por curvas de Kaplan-Meier).
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Entretanto, para os pacientes do HHJ, a SLE em 36 meses esta
associada a maior numero de células expressando CD 3 e CD 20, como

mostra a Tabela 12.

Tabela 12 - Correlagado entre o percentual de linfécitos e macréfagos no

microambiente tumoral do LHc e SLE no HHJ.

HHJ
SLE em 3 anos Tempo médio de SLE
n % Média IC 95% p-Valor
CD3
Ateé 55% 14 66,7% 26,64+3,03 20,71-32,57 0,020
>55% 54 87,1% 32,57+1,18 30,25-34,88
CD4
Até 30% 11 73,3% 28,07+3,37 21,46-34,68 0,262
>30% 56 84,8% 31,78+1,27 29,29-34,27
CD8
Até 20% 6 85,7% 33,00+2,78 27,56-38,44 0,738
>20% 62 81,6% 30,96+1,28 28,46-33,46
CD20
Até 20% 30 73,2% 28,88+1,96 25,04-32,72 0,042
>20% 38 90,5% 33,38+1,27 30,89-35,86
CD68
Até 15% 35 83,3% 31,40+1,62 28,23-34,58 0,721
>15% 31 81,6% 30,65+1,88 26,96-34,34
FOXP3
0% 50 83,3% 31,93+1,31 29,35-34,50 0,193
>0% 18 72,0% 27,87+2,62 22,73-33,00
CD20/CD3
Até 3 36 87,8% 32,58+1,46 29,72-35,43 0,149
>3 32 76,2% 29,68+1,86 26,04-33,33
CD8 CD4
Até 1,5 45 81,8% 31,31+£1,43 28,51-34,11 0,912
>1,5 23 82,1% 30,79+2,14 26,59-34,98

*p<0,05, teste de Log-Rank Mantel Cox (média + EPM do tempo médio de sobrevida

calculado por curvas de Kaplan-Meier).
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6.3 STATUS DO EBV

Quando avaliamos o total da populacdo, a maioria dos pacientes
portadores de LHc ndo demonstra positividade para EBV. Entretanto, ha uma
diferenca significativa entre as populagdes. A positividade para EBV avaliada

por CISH foi acentuadamente maior nos pacientes do HHJ (Tabela 13).

Tabela 13 - Positividade para EBV avaliada por CISH em pacientes portadores
de LHc em dois centros oncoldgicos.

HOSPITAL
Total A.C.Camargo HHJ p-valor
Cancer Center
CISH n=138 n=65 n=73
Negativo 106 76,8%  59* 90,8% 47  64,4% <0,001
Positivo 32 23,2% 6 9,2% 26*  35,6%

*p<0,05, teste qui-quadrado; dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
Legenda: CISH: hibridizagao in situ cromogénica.

Quando analisamos o status do EBV com parametros clinicos,
observamos que para os pacientes do A.C.Camargo Cancer Center, a
positividade para EBV esteve associado a pacientes maiores que 45 anos. Ja
para os pacientes do HHJ, a positividade para EBV esta associada a subtipos
histologicos diferentes de LHEN. Nos pacientes do HHJ, também observamos
que os pacientes positivos para EBV mostraram menor associacdo com

doenga Bulky, como visto na Tabela 14.
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Tabela 14 - Correlagao entre parametros clinicos e o status de EBV em pacientes
portadores de LHc em dois centros oncoldgicos.

HOSPITAL
A.C.Camargo Cancer HHJ
Center
Negativo Positivo p-Valor Negativo Positivo p-Valor
Sexo
Feminino 35 593% 2 33,3% 0,221 24 511% 11  423% 0,473
Masculino 24  40,7% 4 66,7% 23 489% 15 57,7%
Idade
< 45 anos 46* 78,0% 2 33,3% 0,018 39 83,0% 18 69,2% 0,174
2 45 anos 13 22,0% 4* 66,7% 8 17,0% 8 30,8%
Histologia
CM 1 1,7% 2* 33,3% 0,005 8 17,0% 13 50,0% 0,023
EN 52* 88,1% 4 66,7% 33* 70,2% 10 38,5%
PL 5 85% O 0,0% 1 2,1% 1 3,8%
RL 1 1,7% O 0,0% 5 10,6% 2 7,7%
Doenga Bulky
Nao 4 746% 4 66,7% 0,674 22 46,8% 21* 80,8% 0,005
Sim 15 254% 2 33,3% 25 53.2% 5 192%
Protocolo de
quimioterapia
ABVD 57 96,6% 6 100,0% 0,647 46 979% 26 100,0% 0,454
Outros 2 34% O 0,0% 1 2,1% 0 0,0%
Ciclos de
quimioterapia
Até 6 43 729% 5 83,3% 0,579 27 574% 19 73,1% 0,185
>6 16 271% 1  16,7% 20 42,6% 7 26,9%
RT
Nao 26 481% 4 66,7% 0,389 20 435% 13 52,0% 0,492
Sim 28 51,9% 2 33,3% 26 56,5% 12 48,0%

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson (n, %).

O status do EBV n&o mostrou relagdo com nenhum dos dados

laboratoriais estudados, como mostra a Tabela 15.



66

Tabela 15 - Correlagao entre parametros laboratoriais e o status de EBV em
pacientes portadores de LHc em dois centros oncoldgicos.

Hospital
A.C.Camargo Cancer HHJ
Center
Negativo Positivo p- Negativo Positivo p-
Valor Valor
Albumina sérica
<4 16 40,0% 3 75,0% 0,178 23 489% 14 53,8% 0,688
24 24 60,0% 1 250% 24 511% 12 46,2%
Hemoglobina
<10,5 2 34% 1 16,7% 0,140 10 21,3% 8 30,8% 0,368
2105 57 96,6% 5 83,3% 37 787% 18 69,2%
Leucometria
<15.000 53 89,8% 6 100,0% 0412 39 83,0% 24 923% 0,267
2 15.000 6 102% O 0,0% 8 17,0% 2 7,7%
Linfometria
<600 3 51% 0 0,0% 0,572 4 8,5% 3 115% 0,674
2 600 56 949% 6 100,0% 43 91,5% 23 88,5%

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson (n, %).

Quando avaliamos os dados de microambiente, notamos que os
pacientes EBV positivos tiveram uma expressdo de CD 8 acentuadamente

maior, como evidenciado pela Figura 9.
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Figura 9 - Correlagdo entre o status do EBV e mediana do percentual de
células positivas para CD3, CD4, CD8, CD20, CD68 e FOXP3 no

microambiente tumoral do LHc em dois centros oncologicos.

Legenda: Dados expressos em forma de média + desvio-padrao; *p<0,05, diferenca

significante entre centros hospitalares. Teste de Kruskal-Wallis/Dunn.

Quando avaliamos as populagbes em separado, os achados sao
semelhantes. Nos pacientes do A.C.Camargo Cancer Center com positividade
para EBV, o microambiente tumoral teve maior numero de células CD 8

positivas, como mostrado na Figura 10.
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Figura 10 - Correlacédo entre o status do EBV e mediana do percentual de
células positivas para CD3, CD4, CD8, CD20, CD68 e FOXP3 no

microambiente tumoral do LHc no A.C.Camargo Cancer Center.

Legenda: Dados expressos em forma de média + desvio-padrdo; *p<0,05, diferenga

significante entre centros hospitalares. Teste de Kruskal-Wallis/Dunn.

O mesmo padrao é visto nos pacientes do HHJ, como a Figura 11

ilustra.
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Figura 11 - Correlacéo entre o status do EBV e mediana do percentual de

células positivas para CD3, CD4, CD8, CD20, CD68 e FOXP3 no
microambiente tumoral do LHc no HHJ.

Legenda: Dados expressos em forma de média + desvio-padrao; *p<0,05, diferenca
significante entre centros hospitalares. Teste de Kruskal-Wallis/Dunn.

A positividade para EBV nao influenciou a SLE em nenhuma das
populagdes estudadas. Os pacientes do HHJ, apesar do grande numero de

casos positivos para EBV, essa frequéncia alta nao influenciou a SLE, como

evidenciado pela Tabela 16.

Tabela 16 - Correlacao entre SLE e o status de EBV em pacientes portadores
de LHc em dois centros oncoldgicos.

HOSPITAL
A.C.Camargo Cancer Center HHJ
SLE em 3 anos SLE em 3 anos
n % p-Valor n % p-Valor
CISH
Negativo 47 81,0% 0,834 36 76,6% 0,086
Positivo 5 83,3% 24 92,3%

*p<0,05, teste de Log-Rank Mantel Cox (média + EPM do tempo médio de sobrevida
calculado por curvas de Kaplan-Meier).
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6.4 FATORES PREDITIVOS E SOBREVIDA

Em analise multivariada, para ambas as populagdes, resposta
terapéutica parcial/progressédo da doenga mostrou-se como preditor de menor
SLE. Demais parametros clinicos e laboratoriais avaliados nao influenciaram
a SLE. Da mesma forma, os achados do microambiente tumoral ndo
influenciaram a SLE para os pacientes do A.C.Camargo Cancer Center. Para
os pacientes do HHJ, um maior numero de células expressando CD 20, esta

associado a melhor SLE, como demonstrado nas Tabelas 17 e 18.

Tabela 17 - Analise multivariada de fatores preditivos de SLE em pacientes
portadores de LHc no A.C.Camargo Cancer Center.

A.C.Camargo Cancer Center

p-Valor HR IC 95% p-valor HR IC 95%
HAZARD RISK
Sexo 0,854 1,11 035 354 0,611 1,60 0,26 9,81
Doenga Bulky 0,575 1,37 045 4,18 0,206 480 0,42 54,59
Albumina sérica 0,159 248 0,70 8,82 0,114 44,47 0,40 489,83
Hemoglobina 0,519 1,55 0,41 582 0,919 1,01 0,12 12,10
Linfometria 0,725 1,41 0,21 9,46 0,995 1,52 0,15 17,72
Ciclos 0,327 1,89 0,53 6,78 0,108 22,40 0,30 166,10
Radioterapia 0,194 046 0,14 1,48 0,278 7,99 0,19 342,36
Resposta <0,001 98,67 18,00 540,99 0,033 25,96 1,30 518,58
terapéutica
CD20 0,042 3,03 1,03 10,08 0,083 14,75 0,70 308,97
EBV 0,187 3,02 059 1559 0,920 0,97 022 9,87

*p<0,05, regressao de Cox

Legenda: Sexo masculino; Albumina sérica < 4; Hemoglobina < 10,5g/dl; Linfometria = 600;
Radioterapia: nao realizar; Ciclos: (>6); Resposta terapéutica: RP/PD; CD 20: < 20%; EBV:
negativo.



71

Tabela 18 - Analise multivariada de fatores preditivos de SLE em pacientes

portadores de LHc no HHJ.

HHJ
p-Valor HR IC 95% p- HR IC 95%
Valor

HAZARD RISK
Sexo 0,854 1,11 0,35 354 0592 1,72 0,24 489,83
Doenga Bulky 0,575 1,37 0,45 418 0,626 1,56 0,26 9,20
Albumina sérica 0,159 2,48 0,70 8,82 0,331 3,79 0,26 489,83
Hemoglobina 0,519 1,55 0,41 5,82 0,367 2,73 0,31 489,83
Linfometria 0,725 1,41 0,21 946 0,402 3,39 0,20 489,83
Ciclos 0,327 1,89 0,53 6,78 0,382 2,76 0,28 489,83
Radioterapia 0,194 0,46 0,14 1,48 0,112 4,97 0,69 35,89
Resposta <0,001 98,67 18,00 540,99 <0,001 374,54 16,92 829,76
terapéutica
CD20 0,042 3,03 1,03 10,08 0,020 25,60 1,68 489,83
EBV 0,187 3,02 0,59 15,59 0,706 1,65 0,12 21,87

*p<0,05, regressao de Cox

Legenda: Sexo masculino; Albumina sérica < 4; Hemoglobina < 10,5g/dl; Linfometria = 600;
Radioterapia: nao realizar; Ciclos: (>6); Resposta terapéutica: RP/PD; CD 20: < 20%; EBV:

negativo.

A SLE da populagdo geral, avaliada em 36 meses foi de 79,4%, sem

diferenca estatistica entre as duas populagdes, como evidenciado na Tabela

19.

Tabela 19 - Sobrevida livre de eventos (SLE) avaliada em 36 meses em
pacientes portadores de LHc em dois centros oncolégicos.

SLE em 3 anos

Tempo médio de SLE

n

Toda a amostra 139
Hospital
AC Camargo 70
HHJ 69

79,4%

79,5%
79,3%

Média IC 95%
30,45+0,86 28,77-32,14
30,23+1,24 27,80-32,65
30,68+1,20 28,34-33,03

p-Valor

0,966
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As duas populagdes estudadas também nao apresentaram diferencas

na sobrevida global quando avaliadas no periodo de 36 meses, como

mostrado na tabela abaixo.

Tabela 20 - Sobrevida global avaliada em 36 meses em pacientes portadores

de LHc em dois centros oncologicos

Sobrevida global em

Tempo médio de sobrevida

3 anos livre de doenga
n % Média IC 95% p-Valor
Toda a amostra 157 89,2% 33,21+0,65 31,90-34,47 -
Hospital
AC Camargo 79 88,8% 32,88+1,24 30,85-34,05 0,676
HHJ 68 89,7% 32,79+1,20 31,42-34,03

A sobrevida global da totalidade da populagao estudada foi de 89,2%,

como mostrado na Figura 12.

0,8

0,64

049

Sobrevida global (%)

0,2

0,0

——

T
0 12

T T
24 36

Tempo de sobrevida global (meses)

Figura 12 - Curva de sobrevida global avaliada em 36 meses em pacientes

portadores de LHc em dois centros oncoldgicos.
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7 DISCUSSAO

7.1 ACHADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

Este estudo avaliou o LHc em duas populagbes brasileiras
provenientes de regides geograficas distintas, que tém grandes diferengas no
clima, composicdo étnica da populacdo, atividade econbmica e nivel
socioeconémico. Os dados clinicos, o sexo e a idade foram avaliados e
comparados, bem como as células que compdéem o microambiente tumoral.
Embora tenhamos estudo anterior avaliando essas duas populag¢des (ELGUI
DE OLIVEIRA et al. 2002), consideravel intervalo de tempo se passou entre
estes estudos. Nesse interim, o pais passou por modificacbes econémicas,
novas tecnologias para o diagnodstico foram inseridas e novas opg¢des
terapéuticas foram disponibilizadas para os casos recorrentes/refratarios.

Quando analisamos os achados clinicos e patolégicos do total dos
casos estudados, sem individualizarmos por regido, ha similaridade em
relagdo a outros estudos publicados, especialmente no que diz respeito aos
subtipos histologicos, infeccao por EBV e idade. Em estudo publicado em
2001, LHEN correspondia a 50,4% dos casos de LHc, seguido pelo subtipo
celularidade mista, que correspondia a 34,6% VASSALLO et al. (2001). Em
2005, os casos estudados, o subtipo esclerose nodular foi responsavel por
69,2% dos diagnosticos e o LHCM ficou com 21,1% dos diagndsticos de LHc

(VASSALLO et al. 2005). Em recente estudo publicado, o percentual de casos
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de LHEN foi de 77% e os demais subtipos foram responsaveis por 23% dos
casos de LHc (BIASOLI et al. 2018).

Da mesma forma, quando avaliamos na totalidade dos casos, os dados
de subtipo histoldgico e presenga de infecgdo por EBV sdo muito semelhante
aos encontrados nos estudos epidemiolégicos mais recentes descritos no
Brasil, mostrando que o numero de casos EBV positivo estdo em importante
queda, principalmente na populagdo mais jovem (CAMPOS et al. 2018) e
sugere que o perfil epidemioldgico do pais esta se modificando e tornando-se
mais préximo de paises desenvolvidos (MOZAHEB 2013).

Entretanto, quando analisamos cada populacdo em separado, ha
resultados estatisticamente significativos obtidos em relagdo aos subtipos
histolégicos. Considerando a amostra proveniente do A.C.Camargo Cancer
Center (regidao Sudeste, mais desenvolvida) e a populagdo do HHJ (regiao
Nordeste, menos desenvolvida), a prevaléncia do subtipo esclerose nodular
favorece os dados epidemioldgicos que esse subtipo € mais frequente em
populacdes de paises desenvolvidos. E que o subtipo celularidade mista tem
mais alta frequéncia em paises em desenvolvimento, que no nosso estudo é
representada pelos pacientes da regido Nordeste/HHJ (HSU e GLASER 2000;
MOZAHEB 2013).

Vale ressaltar que os dados mostram uma mudanga significativa neste
perfil, considerando que ha poucos anos, em um estudo que avaliava
pacientes oriundos dessas duas regides (Sudeste e Nordeste), o LHCM foi o

subtipo mais comum, sendo responsavel por 58,3% dos casos de LHC
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seguido pelo subtipo LHEN com 29,1% dos casos (ELGUI DE OLIVEIRA et
al. 2002)

Os resultados do CISH para EBV também reforcam uma mudanga no
perfil epidemioldgico da populagao brasileira. Estudos prévios na populagéo
brasileira mostravam uma alta frequéncia de infeccéo por EBV nos pacientes
portadores de LHc. Estudos publicados em 2001 e 2004 respectivamente,
mostram uma positividade de 64,1% e 55,0% (Vassalo et all, 2001). Estudos
mais recentes mostram uma queda nesse percentual. Em uma publicacéo de
2016, 37,9% dos casos de LHc foram positivos para EBV (HALLACK NETO
et al. 2016). Em 2018, uma analise mais ampla realizada avaliando hospitais
de referéncia no Estado de Sado Paulo, mostrou que a média de casos
positivos passou a ser de 46%, na populagao geral, e 32% na populagdo mais
jovem. Esses dados possivelmente refletem uma melhor condigéo
socioeconémica (CAMPOS et al. 2018).

A relacdo da infecgao por EBV com o subtipo LHCM é mostrada nesses
estudos. Nossos dados também confirmaram essa relacdo. Os pacientes
provenientes da regido Nordeste tiveram numeros muito superiores ao do
Sudeste quanto a positividade para EBV. Da mesma forma, na populacéo do
Nordeste, apesar do predominio de LHEN, 25% dos casos ainda é
representado por LHCM, reforcando a relacdo entre subtipo Celularidade
Mista com positividade para EBV, provavelmente refletindo o ainda baixo nivel
socioeconémico dessa populacédo (ELGUI DE OLIVEIRA et al. 2002;

CAMPOQOS et al. 2018).



76

Entretanto, essa positividade para EBV, que foi mostrou significancia
estatistica entre os pacientes dos dois centros, ndo impactou a SLE.

Dos achados laboratoriais, chama atencao o nivel de hemoglobina que
foi significativamente mais baixo na populagao do HHJ. Na analise univariada,
uma taxa de hemoglobina menor que 10,5g/dl influenciou negativamente a
SLE nos pacientes do A.C.Camargo Cancer Center. Entretanto, na analise
multivariada esse parametro perdeu a importancia.

Apesar da diferenga socioeconémica entre os dois centros, ndo houve
mudanc¢a dos esquemas de tratamento entre as duas institui¢des, tampouco
com o desfecho. O esquema ABVD foi o mais utilizado nos dois centros. E
nos casos de recidiva e/ou progressao, os esquemas de quimioterapia de
segunda linha foram os mesmos, refletindo a utilizagdo de protocolos
internacionais nesses pacientes. Ha uma diferenca na realizagdo de
radioterapia, possivelmente associado ao maior percentual de pacientes com
doenca Bulky na populagao do Nordeste. Nossos dados sao consistentes com
as mais recentes publicagbes abordando a epidemiologia do LH no Brasil, que
mostram predominio do subtipo LHEN e o ABVD como esquema
quimioterapico mais frequentemente utilizado para o LH (BIASOLI et al. 2018;

BUCCHERI et al. 2018; DA SILVEIRA et al. 2018).

7.2 ACHADOS DO MICROAMBIENTE TUMORAL

Os achados do microambiente foram intrigantes. Nao houve diferenca
significativa na imunoexpressdo de CD 20, CD 68 e Fox P3 entre as duas

populacdes. Entretanto, um maior numero de células expressando CD 20 esta
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associado a maior SLE para a populagdo do HHJ, tanto na analise univariada
quanto na analise multivariada. Mas nao houve diferencas entre a SLE entre
as duas populagdes; tampouco a sobrevida global. Esses dados nos sugerem
que ainda ha um longo caminho na compreensao do microambiente tumoral
no linfoma de Hodgkin.

Esse achado esta em concordancia a estudos ja publicados, nos quais
o0 maior numero de linfécitos CD 20 positivos no microambiente tumoral do
LHc tem uma correlagéo significativa com uma sobrevida global mais longa e
uma tendéncia a melhorar a sobrevida livre de progressdo (GREAVES et al.
2013; TUDOR et al. 2013; PANICO et al. 2015).

O impacto favoravel da expressao de CD20 pode indicar que as células
B normais estdo contribuindo para a resposta antitumoral ou representam
precursores de células malignas que sdo mais responsivos ao tratamento
(GREAVES et al. 2013). Outros estudos sugerem que ha uma rede complexa
de linfocitos B presentes no microambiente da LHc e que as células B podem
contribuir ativamente tanto para uma resposta imune antitumoral local quanto
ter um papel pro-tumoral. Isto indica que a rede de células B nos tumores é
provavelmente tdo heterogénea quanto o infiltrado de linfocitos T (TUDOR et
al. 2013). Dados mais recentes indicam que os linfécitos CD 20 tém um papel
ativo na determinacdo da evolugcdo da doenca, resultando em uma acéao
protetora e favorecendo um bom progndstico, indicando que o microambiente
rico em células B poderia exercer uma ag¢ao antitumoral efetiva. A perda desta
acgao protetora é refletida na progresséo do tumor, estagio avangado e menor

sobrevida. Poderia ainda ser consequéncia da progressao da doenga que
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destréi a arquitetura linféide e determina uma reducédo da sobrevivéncia. A
atividade antitumoral especifica pode ser devida a resposta antineoplasica
imune baseada na sintese de anticorpos especificos contra células
neoplasicas, sobre a secregao de citocinas e quimiocinas (PANICO et al.
2015; VARDHANA e YOUNES 2016). Nesses estudos, embora demonstrado
que a expressao de CD 20 pelas células do microambiente tumoral tem
impacto positivo na sobrevida global, ndo é possivel definir com seguranga
sobre quais mecanismos sao responsaveis por esta resposta.

Ainda em relagao a populacao de linfocitos, no nosso trabalho houve
uma diferenga estatisticamente significativa na expressao de células CD 3,
CD 4 e CD 8 entre os dois centros, que foi maior nos pacientes do HHJ. Na
analise univariada, esse achado foi importante para os pacientes do HHJ, que
mostrou que um maior numero de linfocitos T CD 3+ no microambiente esta
relacionada a maior SLE. Entretanto, na analise multivariada a populagao de
células T nao teve importancia no desfecho. Vale ressaltar que nao houve
diferenca significativa entre as duas populagdes estudadas em relagcéo a
sobrevida global e SLE.

Nossos achados confirmam que o papel dos linfécitos T do
microambiente na patogénese do LHc permanece pouco compreendido. Em
teoria, linfécitos T tem acdo antitumoral, agindo para suprimir o
desenvolvimento e crescimento de linfomas; o aumento da incidéncia de
linfomas em pacientes que recebem imunossupressores de longo prazo e em

camundongos imunodeficientes apoia essa hipotese (IMAI et al. 2000).
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No LHc, geralmente, a maior populagdo de células no microambiente
sao as células T. O infiltrado de células T é composto por CD8 + CTLs, CD4
+ Th e CD4 + Tregs (VARDHANA e YOUNES 2016). As células HRS estéo
tipicamente em contato préoximo e cercadas por células T CD4 +, em um
padrao rosetiforme. As células T da roseta parecem ser compostas por células
Th e Tregs (MA et al. 2008; ALDINUCCI et al. 2012). Foi demonstrado que as
células T que estao agrupadas em padrao rosetiforme da roseta expressam o
CD40L, uma caracteristica das células Th2 e Tregs, e podem fornecer sinais
de sobrevivéncia para as células HRS (CARBONE et al. 1995a e b).

A abundéncia de células T CD4 + em conexao direta com as células
HRS pode ser benéfica para as células tumorais, simplesmente protegendo-
as de um contato direto com células T CD8 + ou células NK. Além disso, os
numerosos Tregs no microambiente do LHc também tem um importante papel
funcional (MARSHALL et al. 2004). Essas células podem inibir as células
citotdxicas pela secrecao de IL-10, expressdo de CTLA4 e, presumivelmente,
varios outros mecanismos. O CTLA4 também é supraregulado em células Th
ativadas no microambiente HL, o que pode suprimir ainda mais um ataque de
células anti-HRS por células citotéxicas (MARSHALL et al. 2004; MA et al.
2008; GREAVES et al. 2013).

Finalmente, a imunidade anti-tumoral prejudicada no LHc pode ser
devido a uma incapacidade dos linfocitos T para reconhecer as células HRS.
Nas células HRS frequentemente falta a expressao de MHC-I e MHC-II, que
Sa0 necessarios para o reconhecimento de antigenos por linfécitos T CD8 + e

linfécitos T CD4 + (DIEPSTRA et al. 2007; STEIDL et al. 2011b). Enquanto os
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linfécitos T no LHc se tornam incapazes de mediar a resposta antitumoral,
outras evidéncias sugerem que eles podem realmente apoiar o crescimento e
sobrevivéncia das células HRS. O LHc ocorre muitas vezes durante a resposta
imune a infecgdes virais ativas, como mononucleose aguda mediada pelo
virus Epstein-Barr e durante a reconstituicdo imune apdés o inicio do
tratamento terapia anti-retroviral em pacientes HIV +. Os linfécitos T podem
promover a sobrevivéncia e proliferacdo de células HRS via ativagao
alternativa mediada por ligante CD40 / CD40 de NF-kB. Este sinal de
crescimento pode ser particularmente importante para a sobrevivéncia das
células RS, que perderam capacidade de ativar o NF-kB através receptores
de sinais convencionais de linfocitos B (GRUSS et al. 1994; CARBONE et al.
1995a e b; GREAVES et al. 2013; LIU et al. 2014).

Um dado interessante nos achados de microambiente foi o aumento de
linfécitos T CD 8 positivo nos casos de linfoma de Hodgkin relacionados ao
EBV. Esse aumento foi visto nos casos de LHc relacionados ao EBV nas duas
populacdes. Esse achado estd em concordancia com estudos que mostram
que o ambiente tumoral do LHc associado ao EBV é rico em células CD8+ e
microambiente do LHc (MASSINI et al. 2009).

Diversos estudos publicados mostram que o microambiente tumoral do
LHc associado ao EBV apresenta alta densidade macrofagos com expressao
de CD 68. Entretanto, no nosso trabalho ndo se confirmaram esses dados.
Nao houve diferencga significativa entre a expressao de CD 68 nos pacientes
com LHc associados ao EBV daqueles com LHc n&o associados ao EBV

(KAMPER et al 2011, 2012).
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No nosso estudo ndo houve associagao estatisticamente significativa
com o numero de células CD 68 positivas e SLE, em discordancia com
diversos trabalhos publicados na literatura internacional que demonstram uma
correlagdo entre o maior numero de macréfagos no microambiente do LHc
(TAM’s) e um pior prognéstico para o paciente (KAMPER et al. 2011; STEIDL
et al. 2011b; GREAVES et al. 2013).

Por outro lado, nossos dados estdo alinhados com os dois estudos
brasileiros publicados (AZAMBUJA et al. 2012; ASSIS et al. 2012), que
também nao demonstraram essa correlacdo. E com outros estudos
publicados que ndo encontraram correlagdo entre 0 niumero de macréfagos
associados ao tumor (TAM) com prognéstico (KAYAL et al. 2014; PING et al.
2014; AGUR et al. 2015).

Fatores que podem contribuir para esses achados divergentes sao os
diferentes métodos de pontuacgao, os pontos de corte que foram utilizados na
medicdo de TAM, bem como a falta de consisténcia nos parametros utilizados
dificulta a separagao dos pacientes em populagcdes de baixo e alto risco.
(TZANKOV et al. 2010; KAMPER et al. 2011; AZAMBUJA et al. 2012;
GREAVES et al. 2013). A pouca reprodutibilidade da imuno-histoquimica tem
sido sugerida como uma razdo para resultados inconclusivos, sendo
necessarios preditores com base no perfil de expressao génica. Contudo,
estes estudos de expressao génica foram limitados por pequeno numero de
casos e a falta de dados clinicos disponiveis (STEIDL et al. 2010).

Desta forma, apesar dos diversos estudos indicam que TAM em LHc

promovem crescimento tumoral e angiogénese, supressao das respostas
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imunes adaptativas e contribuicdo para evasdo por células tumorais e,
portanto, pode estar associado um progndéstico mais reservado, a falta de
convergéncia nos resultados publicados, dificulta a utilizagdo do mesmo como
um biomarcador (MURRAY e WYNN 2011; MANTOVANI et al. 2011;

LAWRENCE e NATOLI 2011; ALLAVENA e MANTOVANI 2012).
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CONCLUSAO

As duas populagdes estudadas nao apresentaram diferencas
significativas entre subtipos histologicos, estadios da doenca,
distribuicao por género, sobrevida global e sobrevida livre de eventos.
O status da infeccao por EBV difere entre as duas populagdes, sendo
significantemente maior na populagdo na regidao Nordeste. Todavia,
nao influenciou sobrevida livre de eventos.

Os pacientes da regidao Nordeste tiveram maior expressao da
subpopulacgao de linfécitos T que os pacientes da regido Sudeste.

Os pacientes com linfoma de Hodgkin com positividade para EBV, em
ambas as instituicbes, apresentaram um maior numero de células
expressando CD 8 no microambiente tumoral.

Para os pacientes da regido Sudeste, os achados do microambiente
nao influenciaram a sobrevida livre de eventos. Para os pacientes da
regidao Nordeste, um maior numero de células expressando CD 20
favoreceu uma maior sobrevida livre de eventos.

Macrofagos associados ao tumor ndo mostraram associagao com pior

prognéstico, quando avaliados por CDGS.
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9 LIMITAGOES DO ESTUDO

O estudo teve algumas limitagdes na coleta de dados. Na maioria dos
prontuarios pesquisados, ndo havia dados de IPS, VHS e LDH, dados que
foram utilizados em alguns estudos de microambiente e que poderiam ter
enriquecido a discussdo. Nos pacientes do HHJ, quase 50% da amostra néo
realizou biépsia de medula 6ssea, impossibilitando a utilizagdo desse dado
para esta populagao.

A subpopulacao de linfécitos T, a predominante no microambiente, foi
pouco pesquisada. Fizemos marcadores apenas para a subpopulagcdo de
linfécitos Tregs. Possivelmente o estudo com mais marcadores de
subpopulagdes T nos permitisse uma avaliagdo mais acurada do
microambiente. Além disso, utilizamos apenas o marcador CD68 para avaliar
a populagdo de macrofagos, enquanto outros estudos utilizaram também o
marcador CD163.

No projeto original, o microambiente iria ser avaliado através de analise
digital pelo ImageScope®, que daria um numero mais fidedigno dos linfécitos
no microambiente. Entretanto, ndo foi possivel realizar essa analise. Os TMAs
foram escaneados e marcados, mas nao havia disponibilidade de profissional
qualificado para realizar a avaliacdo. Desta forma, foi realizada apenas uma
estimativa visual de todos os marcadores. Embora realizada por dois
patologistas, com intuito de diminuir os vieses de observagao, a estimativa

visual ndo é tao precisa quanto contagem de células.
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Procedéncia dos dados: ICC( ) ACC( )

Nome:

Prontuaric: DN: Sexo:

Naturalidade: Procedéncia:

Estadiamento Ann Arbor:
Regides acometidas:
Topografia da bidpsia:

HE ICC HE outro local:

Data:

IHQ ICC IHQ outro local:

Data:

Status de MO:

AP de MO:

Tipo histolégico classico

( ) Esclerose nodular ( ) Celulardade mista

( ) Rico em linfécitos ( ) Deplecao linfocitaria
Tipo predominancia linfocitaria nodular: ( )
Imunofenotipagem:

Data do diagnéstico histolégico:

Resultados laboratoriais relevantes:

Hb: Albumina:
Leucdcitos Totais: Linfocitos:
Mondcitos:

EBV (lgG): HIV:

IPS:

Protocolo utilizado

MOPP [ABVD MOPP- ABV CMOPP-ABV | EEVM - Mp - Etop

[CMVA !’ESH’AP" | DHAP ILE | DEXA-BEAN
|

SSIEER | i Sars



Data da QT1:

Data da RTX:

Localizagao

Houve remissao: Sim ( )
Se sim, completa ( )
Houve recidiva: Sim
Tratamento de resgate:
Protocolo da QT12

TMO:

FOLLOW UP

Regularidade do ciclo:

Dose da RTX:

Nao: ( )

Nao: -

Data da QT2;

Data do TMO:

Vivo em remissdo completa

Vivo com doenga

Morte pela doenca

Morte por outra causa

Perda do follow up

22 neoplasia

Data da ultima consulta:

Observagoes:




