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RESUMO

Campos AHJFM. A relacdo entre a expressdo de sintases do éxido nitrico por
células de Reed-Sternberg, apoptose e infeccdo pelo virus de Epstein-Barr no
Linfoma de Hodgkin. S3o Paulo; 2005. [Dissertagio de Mestrado-Fundagao
Antonio Prudente].

Introducdo. O linfoma de Hodgkin (LH) é uma neoplasia caracterizada por uma
minoria de elementos neoplasicos, chamados de células de Reed-Sternberg (CRS) e
suas variantes, ¢ uma mistura de células inflamatdrias que infiltram a massa tumoral,
incluindo linfocitos, eosindfilos, plasmocitos, histidcitos e fibroblastos. Estudos
clinicos e biologicos nos ultimos 20 anos demonstraram o LH € verdadeiramente um
linfoma, constituido por duas entidades distintas: o LH forma predominancia
linfocitaria nodular (LHPLN) e o LH Classico (LHC). Além disso, forneceram
evidéncias de que as CRS sdo derivadas de células B do centro germinativo que
sofreram mutagdes defeituosas (“crippling” mutations) de seus genes de
imunoglobulina, tornando-os ndo funcionais. Ao contrario de linfécitos normais, que
entram em apoptose por ndo produzirem imunoglobulina ou por produzir
imungolobulinas com baixa afinidade antigénica, as CRS, por mecanismos ainda ndo
completamente elucidados, s@o capazes de escapar deste processo de morte celular
programada. Diversos genes ligados a regulacdo da apoptose, como os genes da
familia bcl-2, fas, fasL, c-FLIP, NFkappaB, tém sido investigados no LH, alguns dos
quais parecem ter influéncia na evolugdo clinica dos pacientes. O papel
desempenhado pelo virus de Epstein-Barr (EBV) no bloqueio da apoptose no LH
também tem sido intensamente estudado. O o6xido nitrico (ON) ¢ uma molécula
diatdmica cuja participagdo na regulagdo de numerosos processos que governam a
carcinogénese, como o estimulo & profilerag¢do, ocorréncia de mutagdes, bloqueio de
apoptose, inducdo da angiogénese e ocorréncia de metastases, tem sido intensamente
estudada. O ON ¢ produzido por uma familia de enzimas denominadas sintases do

oxido nitrico (NOS). Um aumento da expressdo dos genes que codificam NOS e da




produg@o de ON tem sido demonstrado em diversas neoplasias humanas, incluindo
canceres de mama, estdmago, célon, bexiga, prostata, pulmio e neoplasias
hematopoiéticas. Objetives. O objetivo deste estudo € analisar a expressdo das
sintases do Oxido nitrico (NOS1, NOS2), da nitrotirosina (evidéncia indireta da
produgdo de 0xido nitrico) e de proteinas associadas a apoptose (bcl-2, bax, p53, fas
e fasL) no LHC, para testar a hipétese de que a produg@o de NOS e ON pelas CRS
esta envolvida na regulagdo defeituosa da apoptose nesta neoplasia. Foi estudada
ainda a possivel correlagdo destas moléculas com a infecgdo pelo EBV observada no
LHC. Finalmente, pesquisou-se a capacidade das células L&H do LHPLN de
produzir NOS ¢ ON. Material e métodos. Blocos de parafina contendo material
conservado em formalina de 238 casos de LHC foram selecionados do arquivo do
Departamento de Patologia do Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital do Céncer
A C Camargo, Séo Paulo, Brasil, no periodo de 1980 a 2000. Foram excluidos casos
com material insuficiente para realizagdo do estudo, bidpsias de recidiva e casos
HIV-positivos. Apds revisao  histopatologica e, quando  necessario,
imunoistoquimica, foram submetidos a estudo imunoistoquimico utilizando
anticorpos para NOS1, NOS2, nitrotirosina, bcl-2, bax, p53, fas, fasL. e LMP1. Foi
realizada ainda hibridizac¢do in situ com sonda contra o transcrito EBER-1 do virus
de Epstein-Barr. As laminas foram analisadas e os resultados submetidos & analise
estatistica. Foram selecionados ainda 7 casos de LHPLN, que, ap6s confirmagdo
diagndstica, foram submetidos a estudo imunoistoquimico utilizando anticorpos para
NOS1, NOS2 e nitrotirosina. Resultados. Dos 238 casos iniciais de LHC, 171 foram
selecionados para analise. A expressdao de NOS1 e de NOS2 foi observada em 42.1%
e 55% dos casos, respectivamente. A expressdo de nitrotirosina foi observada em
18.7% dos casos. As expressdes de bcl-2, bax, p53, fas, fasL e LMP1 foram
observadas, respectivamente, em 35.1%, 44.4%, 44.4%, 93,6%, 5.8% e 49.7% dos
casos. O transcrito EBER-1 foi detectado em 46.8% dos casos. Foram observadas
associacdes estatisticamente significativas entre fas e sexo masculino (p=0.032),
EBV (LMP-1 e EBER) e sexo masculino (p<0.0001), EBV (LMP-1 e EBER) e
subtipo histoldgico celularidade mista (p<0.0001), EBV e estadios avangados (LMP-
1, p=0.0459; EBER, p=0.011), EBV (EBER) ¢ sintomas B (p=0.0481), bax e p53
(p=0.036), bax e fasL (p=0.046), NOS1 e p53 (p=0.006), bax e NOS2 (p=0.022); e



entre bel-2 e NOS2 (p=0.034). Correlagdo inversa foi observada entre EBV (LMP-1)
e NOS2 (p=0.018) , e entre EBV e bcl-2 (LMP-1, p=0.002; EBER, p=0.006).
Observou-se ainda uma diminuigdo da sobrevida global associada a forte expressdo
de NOS2 (p=0.0098). A forte expressdo de NOS2 pelas CRS também foi fator
associado a um pior progndstico em casos tratados com o esquema quimioterapico
MOPP/ABVD (p=0.0003). Com relagdo ao LHPLN, observou-se expressdo de
NOS1 e NOS2 pelas células L&H em 42.9% e 71.4% dos casos, respectivamente.
Nio se observou a expressdo de nitrotirosina. Conclusdes. Os resultados do presente
estudo demonstraram a capacidade das CRS de expressarem NOS e produzirem ON,
assim como de expressarem genes produtores de proteinas reguladoras do ciclo
celular. As correlagdes observadas entre NOS e as proteinas associadas a apoptose
sugerem o envolvimento das NOS e do ON no controle deste processo. Observou-se
ainda que a expressdo de NOS2 esta associada a uma menor sobrevida global nos
casos de LHC. Com relagdo ao LHPLN, demonstrou-se que as células L&H sdo
capazes de produzir NOS1 e NOS2. Nao foi possivel demonstrar, entretanto, a

produgdo de nitrotirosina.



SUMMARY

Campos AHJFM. [The relationship between nitric oxide synthases expression in
classical Hodgkin lymphoma, apoptosis-related proteins and Epstein-Barr virus

expression]. Sdo Paulo; 2005. [Tese de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente].

Background. Hodgkin’s lymphoma (HL) is a neoplasm composed by a minority of
neoplastic cells, named Hodgkin and Reed-Sternberg (H-RS) cells, set in an
inflammatory background consisting of lymphocytes, eosinophils, neutrophils,
histiocytes, plasma cells and fibroblasts. Clinical and biological studies over the past
20 years have concluded that HL is indeed a lymphoma, divided into 2 distinct
entities: Nodular lymphocyte predominant Hodgkin lymphoma (NLPHL) and
classical Hodgkin lymphoma (CHL). Furthermore, they gave evidence that H-RS
cells are derived from germinal center B cells with rearranged immunoglobulin genes
bearing crippling mutations. Unlike normal B lymphocytes, which suffer apoptosis
when failing to produce immunoglobulins, or producing low-antigenic affinity
immunoglobulins, H-RS cells, by mechanisms not fully understood, are capable of
escaping apoptotic cell death. Many apoptotic regulators, such as bcl-2 family
members, fas, fasL, c-FLIP, and NFkappaB, have been investigated in HL, some of
which appearing to influence the clinical outcome of HL patients. The role of EBV in
the resistance to apoptotic cell death of H-RS cells has also been under study. Nitric
oxide (NO) is a diatomic molecule involved in multiple steps of carcinogenesis, such
as DNA mutations, proliferation, blockage of apoptosis and angiogenic stimulation.
NO is produced by a family of enzymes known as the nitric oxide synthases (NOS).
NOS gene overexpression and NO production have been observed in many human
tumors from various sites such as the breast, stomach, colon, bladder, prostate, lung
and the haematopoietic system. Objective. The purpose of this study was to analyze
the role of NOS (NOS1, NOS2) and apoptosis-associated proteins expression in HL,
to test the hypothesis that NOS and NO production by H-RS cells are involved in the

deffective apoptotic program of this neoplasm. We also investigated the role of EBV



expression in HL on NOS expression and NO production. Finally, we investigated if
L&H cells of NLPHL could produce NOS and NO. Material and methods. 238
retrospective cases of HL, diagnosed between 1980 and 2000, were retrieved from
the archives of the Departamento de Patologia do Centro de Pesquisa do Hospital do
Cancer A C Camargo. Cases without enough formalin-fixed and paraffin-embedded
tissue to run the immunohistochemical (IHC) reactions, relapse biopsies and HIV-
associated HL were excluded. Histological diagnosis was revised, with the use of
immunostains when necessary. Immunostains with antibodies against NOS1, NOS2,
nitrotyrosine, bcl-2, bax, p53, fas, fasL and LMP1 were performed. Cases were also
tested for EBV presence using in situ hybridization for EBV early RNAs (EBER).
We also selected 7 cases diagnosed as NLPHL, which were tested for NOS1, NOS2
and nitrotyrosine expression. Results. A total of 171 cases from the original 238
cases collected were available for analysis. NOS1 and NOS 2 expression were
detected in 42.1% and 55% of the cases, respectively. Nitrotyrosine expression was
observed in 18.7% of the cases. Bcl-2, bax, p53, fas, fasL and LMP1 expression were
observed in 35.1%, 44.4%, 44.4%, 93,6%, 5.8% e 49.7% of the cases, respectively.
The EBER-1 transcript was detected in 46.8% of the cases. Significant associations
were established between fas and male gender (p=0.032), EBV (LMP-1 ¢ EBER) and
male gender (p<0.0001), EBV (LMP-1 e EBER) and mixed cellularity subtype
(p<0.0001), EBV and late stages of the disease (LMP-1, p=0.0459; EBER, p=0.011),
EBV (EBER) and B symptons (p=0.0481), bax and p53 (p=0.036), bax and fasL
(p=0.046), NOS1 and p53 (p=0.006), bax and NOS2 (p=0.022); and between bcl-2 e
NOS2 (p=0.034). An inverse correlation was observed between EBV (LMP-1) and
NOS2 (p=0.018), and between EBV and bcl-2 (LMP-1, p=0.002; EBER, p=0.006).
Strong NOS2 expression was associated with a shorter overall survival (p=0.0098). It
also predicted a poor prognosis in those cases treated with MOPP/ABVD
(p=0.0003). Regarding NLPHL, NOS1 and NOS2 expression by L&H cells was
detected in 42.9% and 71.4% of the cases, respectively. Nitrotyrosine expression was
not detected. Conclusions. We conclude that H-RS cells are capable of expressing
NOS and producing NO. They are also capable of producing many apoptosis-
associated proteins. The correlations observed between NOS and apoptosis-

associated proteins suggest that NOS and NO are involved in the defective apoptotic



program of HL. Strong NOS2 expression is associated with a poor outcome in HL.
We also conclude that L&H cells of NLPHL express NOS1 and NOS2. Nitrotyrosine

expression, however, could not be established.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

Thomas Hodgkin € o responsavel pela primeira descrigdo de um linfoma
humano, feita em 1832 a partir do estudo de sete pacientes que apresentavam
aumento de linfonodos e bago (HODGKIN 1832). O nome “Doenca de Hodgkin™
(DH) foi utilizado pela primeira vez por WILKS (1865). Entretanto, foi a partir das
descrigdes microscopicas realizadas por STERNBERG (1898) e REED (1902), que a
célula gigante singular presente em tais casos ganhou importéncia, sendo mais tarde
conhecida por célula de Reed-Sternberg (CRS) e reconhecida como a caracteristica
morfoldgica patognomonica da DH.

Os trabalhos de Sternberg e Reed forneceram a primeira definigéo
histopatologica da doenga: a presenga de CRS em um ambiente celular apropriado.
Esta morfologia caracteristica permitiu a separa¢do dos casos de doenga de Hodgkin
de outras doencas inflamatodrias ou neoplasicas que pudessem simulé-la clinicamente,
fornecendo a base para o diagnostico da DH pela maior parte do ultimo século
(WARNKE et al. 1995). De acordo com esta definicdo, o diagndstico de DH ¢
permitido quando se observa uma CRS diagndstica (ou seja, uma célula gigante com
dois ou mais lobos nucleares, cada qual contendo um nucléolo eosinofilico
proeminente do tamanho aproximado de um linfocito pequeno) em um meio
inflamatorio heterogéneo constituido por linfdcitos, macrofagos, plasmacitos,

eosindfilos e neutréfilos. Variantes mononucleares da CRS, conhecidas como



Células de Hodgkin podem também estar presentes. A importancia capital do
diagndstico morfoldgico da doenga foi expressa na Classificagdo de Rye (LUKES &
BUTLER 1966), que, com as categorias predominio linfocitario, celularidade mista,
esclerose nodular e deplegdo linfocitdria, estabeleceu os principios do diagndstico e
classificagdo da DH por mais de 30 anos.

A possibilidade de se estudar o perfil imunofenotipico das CRS por meio de
imunoistoquimica, na década de 1980, levou ao achado de que estas células
caracteristicamente expressavam os marcadores CD30 e CD15 (em um padréo tipico
de membrana e na regido do complexo de Golgi) (WARNKE et al. 1995). A
expressdo combinada destes antigenos ndo foi observada em outras neoplasias,
embora a expressdo isolada de CD30 tivesse sido observada em linfocitos B e T
ativados, macrofafos, linfomas ndo-Hodgkin e neoplasias nao-linfoéides como
carcinomas € melanoma a expressdo de CD15 foi observada em linfocitos T ativados,
adenocarcinomas e células mieloides (WARNKE et al. 1995; HARRIS et al. 1994).
Além disso, ndo se observou expressdo de outros marcadores usualmente associados
com Linfomas n3o-Hodgkin, como o antigeno leucocitario comum (CD45/LCA),
antigenos de células B (CD20; CD79) e antigenos de células T (CD3; CD45RO0O). A
combinagdo do diagnostico morfologico ja conhecido ao perfil imunoistoquimico
caracteristico das CRS foi adotada pela Classificagdo REAL, em 1994 (HARRIS et
al.) e, posteriormente, pela Classificagdio de Tumores dos Tecidos Linféide e
Hematopoiético da Organizagdo Mundial da Satde (OMS), em 2001 (JAFFE et al.
2001).

Entretanto, o uso da imunoistoquimica no diagnéstico da DH tornou patente

que sua definicdo morfologica abrigava varias entidades nas quais as “CRS”



identificadas eram negativas para CD30 e/ou CDI15. Em particular, a categoria
predominio linfocitdrio provou abrigar 2 entidades: a hoje conhecida como tipo rico
em linfécitos do Linfoma de Hodgkin Classico (LHC) e outra entidade na qual as
CRS peculiares eram CD30/CD15 negativas ¢ CD45 e CD20 positivas,
aproximando-a, portanto mais dos linfomas ndo-Hodgkin que dos outros subtipos da
DH; esta ultima entidade € conhecida hoje como Linfoma de Hodgkin
Predominancia Linfocitaria Nodular (LHPLN) (MASON et al. 1994). Casos
anteriormente diagnosticados como DH foram reclassificados como linfomas néo-
Hodgkin, principalmente dos tipos grandes células B do mediastino, grandes células
B rico em células T, anapldsico de grandes células e células T pleomorfico
(KINNEY et al. 1991; KANT et al. 1986; BRAZIEL e OYAMA 1997).

Com base em estudos que demonstraram serem a CRS e suas variantes,
células neoplasicas derivadas de células linféides (mais comumente do tipo B), o
termo Linfoma de Hodgkin (LH) vem substituindo a denominagdo DH, sendo
utilizado nas Classificagdes REAL e da OMS (ver item 1.2).

Hoje em dia, mais de 75% dos pacientes diagnosticados com LH serdo
curados com radioterapia e quimioterapia, isoladas ou em conjunto, seja em
tratamento inicial ou de resgate (MAUCH et al. 1995). Nos casos de doenga
diagnosticada em estadios precoces, 0 prognostico ¢ excelente, com um indice de
sobrevida livre de doenga préximo de 100% (DIEHL et al. 2004). Mesmo em
estadios avangados, o indice permanece relativamente elevado. Entretanto, naqueles
10 a 15% dos pacientes que recidivam apds tratamento inicial, apenas metade vai
entrar em uma 2 remissdo. O prognostico também € ruim para pacientes que ndo

respondem a quimioterapia de resgate ou apresentam nova recidiva apos a 2%
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remissdo. Além disso, a longo prazo, aumentam os riscos de desenvolvimento de
uma 2° neoplasia ou de aparecimento de sequelas relacionadas ao tratamento, como
alteragdo do crescimento somatico, infertilidade ou doenga pulmonar restritiva
(QUON e GLIEDMAN 2002).

Portanto, um melhor entendimento da biologia da célula tumoral pode levar
ao desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas que aumentem o intervalo
livre de doenga em pacientes refratarios ou com recidiva, € que apresentem menor

indice de complicagdes relacionadas a longo prazo.

1.2  ORIGEM DA CELULA NEOPLASICA

1.2.1 Célula de Reed-Sternberg e suas Variantes Mononucleares

A origem e clonalidade das CRS foi motivo de debate por muitos anos.
Embora fosse suspeitada por longo tempo sua origem linféide a partir de uma célula
B ou T, uma vez que ja fora observado que linfocitos ativados poderiam apresentar
imunoexpressdo de CD30 e CD15, e que antigenos de células B ou T podiam ser
demonstrados por CRS em alguns casos, ndo havia prova convincente desta suspeita
(WOLF e DIEHL 1994). Entretanto, na década de 90, numerosos estudos utilizando
CRS isoladas por micromanipulagéo e submetidas a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) para detec¢@o de rearranjos nos genes da cadeia pesada de imunoglobulina
elucidaram a origem das CRS a partir de uma célula B (KUPPERS et al. 1994;
HUMMEL et al. 1995; KANZLER et al. 1996a ¢ b; DELABIE et al. 1996;
VOCKERODT et al. 1998; MARAFIOTI et al. 2000). Além disso, forneceram

evidéncias de que as CRS sdo derivadas de células B do centro germinativo que



sofreram mutagdes defeituosas (“crippling” mutations) de seus genes de
imunoglobulina, tornando-os ndo funcionais (KANZLER et al. 1996b).

Durante o desenvolvimento de uma célula B normal, linfécitos B nio-
estimulados (“naive B lymphocytes™), ou seja, que contém nenhuma mutagdo ou
poucas mutagdes em seus genes de imunoglobulina entram no centro germinativo,
onde, apds exposi¢do a antigenos, passam a apresentar altas taxas de mutag@o nas
regides variaveis dos genes de imunoglobulina (KLEIN et al. 1998; KUPPERS
1999). Este processo, chamado hipermutagdo somatica, tem papel-chave ao gerar
uma ampla diversidade de anticorpos e serve para aumentar a probabilidade de que
um anticorpo de alta afinidade seja produzido contra um antigeno externo (KLEIN et
al. 1998). Células B produtoras de anticorpos com alta afinidade para o antigeno
apresentado deixam o centro germinativo para se tornar células B de memoria ou
plasmdcitos. Células B ndo produtoras de anticorpo ou produtoras de anticorpos com
baixa ou nenhuma afinidade ao antigeno apresentado entram em apoptose € morrem.
De fato, a entrada da célula B no centro germinativo parece ativar um programa de
morte celular, e as células sdo “resgatadas™ deste programa de apoptose apenas se
produzirem anticorpos de alta afinidade ao antigeno em questdo. Este resgate parece
envolver a ativagdo do gene bcl-2. Estudos evidenciaram que as CRS apresentam
hipermutagdes dos genes de imunoglobulina, indicando que foram expostas ao
ambiente do centro germinativo. Entretanto, em uma alta propor¢do dos casos
estudados, os genes da cadeia pesada de imunoglobulina parecem ter sofrido
mutagdes defeituosas (“crippling” mutations), como por exemplo, a criagdo de um
“stop codon” no meio do gene, que faria com que fosse impossivel para estas cé€lulas

produzir imunoglobulina (KUPPERS et al. 1994; KANZLER et al. 1996a ¢ b;



KLEIN et al. 1998). Em apoio a estes achados, outro estudo demonstrou que o0 RNA
mensageiro (mRNA) da cadeia pesada de imunoglobulina ndo pode ser detectado em
CRS (VON WASIELEWSKI et al. 1996). Mutagdes estruturais do gene ou defeitos
funcionais nos elementos reguladores do gene de imunoglobulina poderiam ser
responsaveis pela perda da producdo de mRNA (MARAFIOTI et al. 2000). Nio €
bem conhecido o modo como células B incapazes de produzir imunoglobulina
poderiam escapar do processo de apoptose e a elucidagdo deste mecanismo pode

acrescentar dados importantes para a compreensdo da patogénese do LH.

1.2.2 Célula L&H

Estudos similares do gene que codifica a cadeia pesada de imunoglobulina
por PCR realizados em casos de LHPLN levaram a conclusdo de que também as
células L&H contém rearranjos clonais do gene de imunoglobulina (KUPPERS et al.
1994; MARAFIOTI et al. 1997, OHNO et al. 1997), confirmando a suspeita de que o
LHPLN € uma neoplasia derivada de células B. Como no LHC, os genes de cadeia
pesada de imunoglobulina no LHPLN mostram evidéncias de hipermutagdo
somatica, que parece ocorrer continuamente durante a vida destas células (“ongoing
mutations”), ou seja, ha aparente aquisicdo de mutagdes adicionais em altas taxas em
geragdes subsequentes de células tumorais, levando ao desenvolvimento de
subclones do tumor (BRAEUNINGER et al. 1997, MARAFIOTI et al. 1997).
Entretanto, ao contrario do que ocorre no LHC, estes rearranjos parecem produtivos
(inexisténcia de mutagdes defeituosas); de fato, mRNA de cadeia pesada de

imunoglobulina ¢ mesmo imunoglobulina de superficie tem sido detectado na



maioria dos casos de LHPLN em alguns estudos (SCHMID et al. 1991; STOLER et
al. 1995; VON WASIELEWSKI et al. 1996).

Em outros casos, estas mutagdes ndo estdo presentes € 0 que ocorre sdo
defeitos na transcri¢do do gene, especialmente nos fatores de transcrigdo Oct1/Oct2 e
seus co-ativadores BOB.1/OBF.1 (CHANG et al. 1999; STEIN et al. 2001). Os
fatores Octl ou Oct2 reconhecem a regido promotora do gene de imunoglobulina e
ativam a transcrigdo quando BOB1 também est4 presente no complexo (SHAN et al.
1997). Foi recentemente demonstrado que, em nivel transcricional e translacional, as
CRS do LHPLN expressam Oct2 e BOB.1, enquanto que as CRS do LHC apenas
raramente expressam Oct2 ou BOB.1, mas nunca a combinagio de ambos, essencial
para a transcricdo do gene de imunoglobulina (BARGOU et al. 1996; RE et al.

2001).

1.3 CLASSIFICACAO HISTOLOGICA, ASPECTOS

EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS

Os aspectos histopatolégico, epidemioldgico e clinico do LH j& foram
extensamente descritos em livros-texto (BURKE 2001; JAFFE et al. 2001). A nova
classificagdo de Linfoma de Hodgkin da OMS reflete os resultados de estudos
clinicos e biologicos realizados nos ultimos 20 anos, que mostraram ser esta
neoplasia constituida por duas entidades distintas: LHC € o LHPLN. Em verdade, a
moderna classificagdo de LH ¢ baseada no esquema proposto por LUKES &

BUTLER (1966).
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1.3.1 Linfoma de Hodgkin Classico (LHC)

O LHC responde pela maioria dos casos de LH (95%) e tem uma distribuigdo
etaria caracteristicamente bimodal, com um pico de incidéncia entre a 1* e 3? décadas
de vida e um segundo pico apos a 5" década. Ha envolvimento preferencial de
linfonodos cervicais (75% dos casos), sendo raro o acometimento de linfonodos néo-
axiais. Envolvimento primdrio extra-nodal € raro. Comprometimento de bago e
medula d0ssea ndo € infrequente. Aproximadamente 55% dos pacientes tém doenga
localizada ao diagndstico (estadios I e II). Os sintomas B (febre, sudorese noturna e
perda de peso) estdo presentes em aproximadamente 40% dos casos.

A subclassificagdo do LHC ¢ baseada nas caracteristicas do infiltrado
inflamatorio e na morfologia das CRS, identificando-se quatro subtipos histologicos:

O Linfoma de Hodgkin Classico tipo Esclerose Nodular (LHEN) responde
por aproximadamente 70% dos casos de LHC, acomete preferencialmente adultos
jovens e € o subtipo no qual ndo se observa predominio do sexo masculino
(aproximadamente 1:1). Ha envolvimento preferencial do mediastino (80%), sendo
infrequente o acometimento do bago (10%) e medula dssea (3%).

Morfologicamente, caracteriza-se pela presenga de CRS que possuem nuicleos
polilobados, com lobos menores e nucléolos menos proeminentes que os de CRS
encontradas em outros subtipos de LHC. A aparéncia a microscopia de que este tipo
de CRS parece estar situado em lacunas ¢ devida a artefato de fixagdo que provoca
retragdo da membrana citoplasmatica, e tornou-o conhecido como célula lacunar. As
c€lulas lacunares estdo dispostas em meio a um infiltrado inflamatdrio polimorfico,

em um padrdo de profileragdo nodular, a0 qual associa-se um processo fibrosante
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sexo masculino (70% dos casos). Ha envolvimento preferencial de linfonodos
periféricos, sendo incomum o acometimento do mediastino. Apresenta caracteristicas
clinicas sobrepostas as do LHPLN, exceto pela menor ocorréncia de recidivas
frequientes.

Morfologicamente, caracteriza-se pela presenga de areas difusas ou nodulares
(esta ultima mais comum) distorcendo a arquitetura linfonodal, constituidas por
pequenos linfocitos; eosinofilos e neutrofilos estdo normalmente ausentes.
Histidcitos podem estar presentes em grande quantidade em casos com padrdo de
crescimento predominantemente difuso. Nas areas nodulares, pode-se por vezes
distinguir esbogos de centros germinativos. As CRS neste subtipo s@o relativamente
escassas, podendo assemelhar-se a células lacunares ou a células L&H. A pesquisa
do imunofendtipo da célula neoplasica € critica nestes casos, uma vez que podem ser
facilmente confundidos com o LHPLN.

O Linfoma de Hodgkin Classico tipo Deplecao Linfocitaria (LHDL) ¢ o
subtipo mais raro de LHC, respondendo por menos de 5% dos casos. A média de
idade ao diagndstico (37 anos) e predomindncia masculina sdo similares as
observadas nos outros subtipos de LHC. E visto com mais freqiiéncia em paises em
desenvolvimento e em pacientes portadores do HIV.

Morfologicamente, as variantes de LHDL possuem em comum um
predominio de CRS em relag@o ao fundo inflamatorio. Alguns casos possuem CRS
intensamente pleomorficas, assemelhando-se a um sarcoma. Outros podem
assemelhar-se ao LHCM, mas com um numero maior de CRS. Outros ainda podem
apresentar fibrose intensa, com ou sem proliferagdo de fibroblastos € um numero

escasso de CRS.

| SRS



11

1.3.2 Linfoma de Hodgkin Predominio Linfocitario Nodular (LHPLN)

Ao contrario dos subtipos LHEN, LHCM, LHRL e LHDL, que sdo chamados
coletivamente de LHC por conterem CRS diagndsticas, o LHPLN contém poucas (se
alguma), CRS. O que se observa sdo células conhecidas como “L&H”, que estdo
espalhadas em meio a um background de pequenos linfécitos. O termo “célula L&H”
foi cunhado por LUKES & BUTLER (1966), no qual a entidade LHPLN foi
denominada Linfoma de Hodgkin tipo Linfocitico e/ou Histiocitico.

A célula L&H assemelha-se a um histiocito, com nucleo hiperlobado
exibindo cromatina finamente dispersa e um nucléolo pequeno em comparagdo ao
macronucléolo observado na CRS classica. A lobulagdo nuclear caracteristica desta
célula ¢ responsavel pelo outro termo pelo qual ela é conhecida: “Célula Pipoca™ (do
inglés popcorn cell). Devido ao seu aspecto citoldgico, a célula L&H ndo €
facilmente identificada a microscopia de pequeno aumento.

Clinicamente, o LHPLN pode ocorrer em qualquer faixa etaria, sendo a
maioria dos casos diagnosticada em adultos. Os linfonodos periféricos sdo
preferencialmente envolvidos, sendo incomum o acometimento do mediastino ou de
sitios extra-nodais. A maioria dos pacientes diagnosticados com LHPLN tem doenga
localizada, com prognoéstico excelente em casos de estadio inicial.

Morfologicamente, a grande maioria dos casos apresenta, & microscopia de
pequeno aumento, arquitetura de padrio nodular, reminescente da observada no
linfoma folicular. Histidcitos estdo usualmente presentes em meio ao background
linfocitario, por vezes formando alguns granulomas, o que pode ser utilizado como

dica diagndstica.
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Ao estudo imunoistoquimico, observa-se que as células L&H sdo positivas
para CD20, CD45 ¢ EMA, ao contrario da maioria dos casos de LHC. Raramente
algumas células serdo positivas para CD30 (entretanto sem o padrio membrana-
Golgi observado nas CRS classicas). Raramente pode-se observar positividade para
CD15, mas sua ocorréncia deve levantar suspeita sobre a acuracia do diagndstico. Os
linfocitos pequenos presentes no background sdo predominantemente CD20+, ao
contrario da populagé@o linfocitaria presente no LHC, predominantemente do tipo T.
As poucas células T presentes no background do LHPLN tendem a formar “rosetas™

a volta das células L&H, sendo do tipo CD57+.

1.4 VIRUS DE EPSTEIN-BARR (EBV, do inglés Epstein-Barr Virus)

O EBV ¢ um virus de distribui¢do mundial, infectando mais de 90% dos
individuos que chegam a idade adulta. Foi o primeiro virus a ser associado a uma
neoplasia humana, o Linfoma de Burkitt (BURKITT 1958). A descrigédo de particulas
virais em c€lulas neoplasicas de pacientes com Linfoma de Burkitt foi feita por
EPSTEIN et al. (1964).

O EBYV pertence a familia herpervirus, sendo um virus DNA de cadeia dupla
que apresenta tropismo por linfocitos B e células epiteliais da orofaringe. A infecgdo
dos linfocitos B ¢ latente, ndo havendo replicagdo do virus e morte celular.
Anticorpos produzidos contra o EBV presentes em altos titulos no soro
correlacionam-se com o diagnodstico de mononucleose infecciosa e outras neoplasias

malignas além do linfoma de Burkitt, como carcinoma nasofaringeo, linfoma de
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células B associado a imunossupressdo e LH (HENLE et al. 1968; HENLE e HENLE
1985; ZENG 1985).

Inimeros antigenos tém sido identificados em células infectadas pelo EBV.
Em linfocitos B, nos quais a infecgdo € latente, ha expressdao de varios genes virais.
Um gene expresso virtualmente em toda célula infectada, presente no nicleo como
um complexo antigénico viral, € conhecido como EBNA (do inglés EBV-induced
nuclear antigen) e pode ser utilizado como um marcador imunoldgico para a
presenga do DNA viral (REEDMAN e KLEIN 1973). Além disso, o EBV codifica
duas proteinas de membrana associadas & infecgdo latente (LMPs) e dois pequenos
RNAs ndo-poliadenilados (EBERs) que também sd3o expressados por células
infectadas pelo EBV.

A proteina LMP-1 ¢ particularmente importante por relacionar-se a
imortalizagdo de linfocitos B infectados pelo EBV. Estes apresentam bloqueio da
apoptose, devido a superregulagdo, pela LMP-1, do gene que codifica a proteina bcl-
2 (KIEFF 1996).

Os transcritos ndo-codificantes EBER ndo tém ainda fungdo estabelecida na
literatura.

Estudos epidemioldgicos e sorologicos, suportados por estudos moleculares
que demonstram a presenca de DNA, RNA e proteinas do EBV em células de Reed-
Sternberg, sugerem uma associagdo entre infec¢do pelo EBV ¢ LH (WEISS et al.
1989; HERBST et al. 1990).

A maior parte dos casos nos quais se detecta a presenga do EBV pertence as
categorias celularidade mista (60-95%) e esclerose nodular (40-60%) do LHC

(WEISS et al. 1989; HERBST et al. 1990; VASSALO 2000). Os tipos rico em
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Ao nivel molecular, a apoptose ¢ dependente da ativagdo de uma familia de
proteases chamadas caspases, que compreendem enzimas iniciadoras (caspases 2, 8,
9 e 10) e enzimas executoras (caspases 3, 6 € 7). A apoptose pode ser desencadeada
por duas vias distintas. Uma delas passa pela membrana mitocondrial e envolve a
liberagdo de fatores ativadores, em particular o citocromo c¢. Os principais
controladores deste evento sd3o membros da familia bcl-2 (que incluem as proteinas
pro-apoptoticas bax, bak, bcl-xs, bid e as anti-apoptéticas bel-2, bel-x1, bel-w e bad,
entre outras). Acredita-se que o balango entre as proteinas pro-apoptoticas e
antiapoptoticas da familia bel-2 seja responsavel pelo controle da via mitocondrial da
apoptose (JON GESKE & GERSCHENSON 2001). A cascata de caspases pode
também ser iniciada na membrana plasmatica por ativagdo dos receptores de morte
da familia do receptor do fator de necrose tumoral, que inclue o sistema fas-fas
ligante. O fasL ¢ produzido por células imunes e, ao ligar-se a fas, faz com que esta
molécula forme um dominio de ligagdo para outra proteina chamada FADD (do
inglés Fas-associated death domain). FADD ativa a pro-caspase 8, iniciando a
cascata de caspases que leva a morte celular (KUMAR et al. 2005).

Tendo sido objeto de numerosos estudos, ficou claro que, além de sua
participag@o na fisiologia do organismo, a apoptose tem também papel crucial no

processo de tumorigénese.

1.5.1 Papel na Fisiologia Normal
Exemplos proeminentes de apoptose fisiologica incluem a involucdo das
células que formam a membrana interdigital no embrido, a morte de numerosos

neurdnios durante o processo de organizagdo do sistema nervoso central e a selecdo
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negativa de linfocitos para eliminagdo de cé€lulas ndo-reativas ou auto-reativas (esta
altima discutida acima no item 1.2.1).

Além disso, o processo de apoptose pode ser desencadeado em resposta a um
agente lesivo (radiagdo, drogas citotoxicas) que provoque alteragdes no DNA que
ndo possam ser revertidas pelo sistema de reparo, do qual participa a proteina p53. A
proteina p53 pode atuar como um fator de transcri¢do, sendo duas de suas atividades
mais bem caracterizadas a indug@o da parada do ciclo celular e apoptose. Os niveis
de p53 se elevam rapidamente apds um dano ao DNA, principalmente porque a
proteina p53, de vida curta em condigdes normais, se torna estabilizada, isto
parecendo ser um componente essencial da resposta de parada em G1 e apoptose que
se seguem ao dano ao DNA (MORGAN et al. 2002). A apoptose induzida por p53
pode ser iniciada via indugdo da transcricdo de outros genes pro-apoptoticos e de

ativacdo de caspases (JON GESKE ¢ GERSCHENSON 2001).

1.5.2 Papel na Tumorigénese

Uma das caracteristicas da célula tumoral € a capacidade de evitar o processo
de apoptose (HANAHAN e WEINBERG 2000). A necessidade do bloqueio da
apoptose pode ser parcialmente explicada pelo fato da célula tumoral estar sujeita a
ativagdo das caspases devido a desregulag@o de seu ciclo (em fungdo, por exemplo,
de uma atividade aumentada de oncoproteinas ou de uma inativagdo de proteinas
supressoras de tumor, levando a uma atividade proliferativa elevada). Os sinais de
estimulo proliferativo devem, portanto, estar associados a uma redugdo do potencial
de morte (EVAN & VOUSDEN 2001). Em vista disto, tem-se observado que

numerosos tumores possuem inumeras mutagdes em genes pré-apoptdticos e/ou
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mostram um aumento da atividade de proteinas anti-apoptoticas. Por exemplo,
mutagdes no gene pS53, pro-apoptdtico, sdo das mais freqiientes anormalidades
genéticas em neoplasias humanas (EVAN & VOUSDEN 2001). Outras alteracdes
comuns envolvem o balango da atividade de proteinas pro-apoptoticas e anti-
apoptdticas da familia bel-2, que controlam a liberagdo de citocromo ¢ (JAATELA
1999; REED 2001), e a expressdo de proteinas que inibem a via extrinseca da
apoptose, como a proteina de multiresisténcia a drogas/glicoproteina P e c-FLIP

(JRMLER et al. 1997; LANDOWSKI et al. 1997; RUEFLI et al. 2000).

1.6 OXIDO NITRICO E SEU PAPEL NA BIOLOGIA TUMORAL

1.6.1 Oxido Nitrico e Suas Sintases

O oxido nitrico (ON) € um radical livre diatdmico, que tem como
caracteristica a presenga de um elétron ndo pareado em sua Orbita externa, que
possibilita a sua reagdo com numerosas moléculas no organismo, incluindo outros
radicais livres, oxigénio e metais pesados (BENTZ et al. 2000). A geragdo de ON ¢é
catalizada por uma familia de enzimas, conhecidas como sintases do 6xido nitrico
(NOS), e requer uma gama de substratos e co-fatores.

Trés diferentes isoformas das NOS foram identificadas, sendo denominadas
NOSIT ou nNOS; NOS2 ou iNOS; e NOS3 ou eNOS. As isoformas NOS1 e NOS3
sdo também conhecidas como formas constitutivas, por serem expressas
constitutivamente por varios tipos celulares, sendo necessario aumento nos niveis
intracelulares de calcio para sua ativagdo. A NOS2, ao contrario, é cdlcio-

independente e pode ser regulada ao nivel transcricional por diversos fatores como
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citocinas, fator de necrose tumoral (TNF-alfa), endotoxinas bacterianas ¢ stress
oxidativo (XU & LIU 1998).

As atividades fisiologicas do ON no organismo estdo ligadas a dependéncia
ou ndo de interagdo com o grupo heme da enzima guanilato ciclase, com conseqiiente
produgdo de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP). Atividades que requerem
esta enzima incluem a regulag@o da presdo arterial € o processo de neuromodulagdo
do sistema nervoso central. J& o processo de angiogénese estimulado pelo 6xido

nitrico ¢ cGMP-independente (BENTZ et al. 2000).

1.6.2 Papel do Oxido Nitrico e Suas Sintases nas Neoplasias Malignas
O interesse pelo papel do ON e de suas sintases na génese e progressdo das

neoplasias malignas deriva, sobretudo, das seguintes caracteristicas:

a) O ON ¢ capaz de provocar dano ao DNA, através da geragdo de peroxinitrito
(ONOO-) e N,Os. O peroxinitrito € capaz de oxidar e nitrificar o DNA. N,O;
pode nitrosilar animas para formar N-nitrosaminas, alquilando o DNA. (XU
et al. 2002).

b) O NO tem efeitos sobre o processo de metastase por provocar dano ao
endotélio e estimular a angiogénese. O ON € necessario para a expressdo de
VEGF (XU et al. 2002).

c) Com relagdo a apoptose, verificou-se que o papel do 6xido nitrico pode ser
estimulatério ou inibitério, dependente principalmente do tipo celular
envolvido (KIM et al. 2001). Em linhagens de linfocitos B, a produg@o de ON

inibe a apoptose e reativagdo do virus Epstein-Barr (MANNICK et al. 1994).
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O ON ¢ também capaz de inibir a atividade das caspases por s-nitrosilacdo de
sitios ativos de cisteina (KIM et al. 2001). Ha ainda estudos que mostram que
0 ON ¢ capaz de modular os niveis de bcl-2 e bax, influindo entdo de maneira
positiva ou negativa no processo de apoptose, seja regulando a atividade das
caspases, seja por diminuigdo da transcrigdo de p53, que diminui os niveis de
bax e aumenta os de bcl-2. Além disso, ele pode também modular o sistema

fas-fasL, impedindo a interagdo de fas com seu ligante (BRUNE et al. 1998).

Em fungdo do exposto acima, a express@o de NOS e produgdo de ON por
neoplasias humanas tém sido objeto de numerosos estudos. As isoformas de NOS
tém sido detectadas em tumores da mama (VAKKALA et al. 2000; MACIEL 2002),
adenomas e carcinomas do colon (AMBS 1998a), carcinomas gastricos (BEGNAMI
2003), esfofago de Barrett € adenocarcinomas esofagicos (WILSON et al. 1998), de
cabeca e pescogo (ROSBE et al. 1995; FISCHER 2003), prostata (KLOTZ et al.

1998) e bexiga (SWANA et al. 1999; FONSECA 2002), entre outros.
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2 OBJETIVOS

Face a revisdo de literatura exposta acima, o objetivo do presente trabalho € o
de analisar a expressdo das sintases do ¢xido nitrico (NOS1, NOS2), de nitrotirosina,
de proteinas ligadas a apoptose (p53, bcl-2, bax, fas, fasL) e a freqiiéncia de infecgdo
pelo EBV no Linfoma de Hodgkin forma classica, correlacionando-os com as
variaveis clinicopatologicas em pacientes portadores de LH tratados no Centro de
Tratamento e Pesquisa Hospital do Cancer A C Camargo.

Pretende-se ainda estudar-se a expressdo das sintases do 6xido nitrico (NOS1
e NOS2) e de nitrotirosina no Linfoma de Hodgkin forma predominio linfocitario

nodular.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Foram selecionados 238 casos de LHC do arquivo do Departamento de
Patologia do Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital do Cancer A C Camargo,
Fundag¢ido Antonio Prudente, no periodo de 1980 a 2001. Foram resgatadas todas as
respectivas laminas e blocos de parafina. Blocos representativos da neoplasia foram
selecionados, sendo confeccionadas novas laminas. A primeira lamina confeccionada
foi corada pela técnica tradicional de hematoxilina-eosina (H&E). A revisdo da
lamina permitiu a confirmag@o morfoldgica do diagndstico de LHC e determinagéo
do subtipo histologico de acordo com a classificagdo da OMS (JAFFE et al. 2001).
As demais laminas confeccionadas foram submetidas a estudo imunoistoquimico
para confirmagdo do diagnostico morfologico, que incluiu marcadores de células B
(CD20), de células T (CD3) e de CRS (CD15 e CD30). Quando necessario, demais
marcadores de antigenos linféides foram utilizados (ALK1, CD23). Casos cujos
blocos ndo continham tecido suficiente para realizagdo das reagdes
imunoistoquimicas, casos de recidiva, e associados a infec¢do pelo virus HIV foram
excluidos. Foram selecionados ainda 07 casos com critérios diagnosticos de LHPLN,
ou seja, linfomas de padréo nodular, com células L&H e expressdo de CD20 e EMA,
e o infiltrado inflamatorio constituido quase que exclusivamente de linfocitos, com
imunofenétipo B. Destes casos foram confecionadas novas laminas para estudo

imunoistoquimico dos marcadores sintases do oxido nitrico 1 e 2 (NOS1 e NOS2) e
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nitrotirosina. Os prontudrios médicos dos casos selecionados para o estudo foram
revistos, coletando-se em ficha padronizada informag¢des como idade, género e
tratamento proposto (Anexo A). A andlise de sobrevida foi realizada agrupando-se os
pacientes como vivos sem doenga, vivos com doenca ¢ mortos pela doenga.
Pacientes mortos por outra causa ou perdidos de vista foram devidamente

censurados.

3.2 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

O estudo imuno-histoquimico foi realizado com os anticorpos que
reconhecem as isoformas das sintases do oxido nitrico e de painel de proteinas
ligadas a apoptose, que incluem as proteinas p53, fas, fasL, bcl-2 e bax. Foi
pesquisada ainda a expressdo de nitrotirosina, subproduto do metabolismo do 6xido
nitrico, e portanto evidéncia indireta da produgdo deste pelas células. Além disso,
todos os casos foram pesquisados para expressdo de proteina latente de membrana-1,
que identifica a infec¢do pelo EBV. A tabela 1 apresenta a lista completa dos
anticorpos com respectivos clones e origem de fabricagdo, diluigdo, método de
recuperagdo antigénica, controle positivo, e critério para determinagdo de
positividade.

Foi também realizada hibridagdo in situ para todos os casos com sonda
EBER-1, como ferramenta adicional para detecgdo de infeccg@o pelo EBV.

As reagdes imunoistoquimicas foram realizadas pela técnica de complexo

estreptavidina-biotina-peroxidase (StreptABC, DAKO). Os passos técnicos
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realizados foram os ja tradicionalmente descritos na literatura estdo detalhados

abaixo:

dr Desparafinizagdo dos cortes histologicos com 3um de espessura do material
incluido em parafina e colocados em laminas silanizadas (3-aminopropyl-

triethoxy-silane-SIGMA) e deixados por 24h em estufa a 60°c.

2. Duas passagens em xilol (60°c e em temperatura ambiente).

3 Seis passagens em etanol (a 100%, 95%, 80% e 70%) sendo trés delas a
100%.

4. Lavagem das 1dminas em agua corrente e destilada.

3. Incubagdo em tampdo citrato (microondas, panela de pressao, steamer).

6. Bloqueio da peroxidase enddgena com H202 a 3% (4gua oxigenada 10

volumes).
i Lavagem das laminas em agua corrente e destilada.
8. Aplicagdo de solugdo salina tamponada com fosfatos.
9. Incubagdo com anticorpo primario, diluido em titulo previamente

estabelecido, em tampdo PBS contendo albumina bovina BSA a 1%
(SIGMA) e azida sodica (NaN3) 0,1%, em cAmara umida (16 a 18 horas).

10. Lavagem em tampéao PBS.

11.  Incubagdo com  anticorpo  biotinilado-reagente @ C, do kit
StreptABCComplex/HRP Duet (DAKO).

12 Lavagem em tamp3o PBS.

13. Incubagdo das laminas em  solugdo  substrato  cromogeno:

3,3'Diaminobenzidine  Tetrahydrochloride (DAB) 60mg (SIGMA);
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Dimetilsulfoxido (DMSO) Iml; H202 a 6% (agua oxigenada 20 volumes)

1ml; PBS 100ml (5Smin, 37°C, ao abrigo da luz).

14.  Lavagem das laminas em agua corrente e destilada.
15. Contracoloragdo com hematoxilina de Harris.
16. Imersdo em 4gua amoniacal (solugdo de hidréoxido de amoénio a 0,5%),

lavando em seguida em agua corrente e destilada.

17. Desidratagdo (6 passagens em etanol a 50%, 80%, 95% e 100%, sendo 3

delas a 100%).

18. Montagem das 1aminas.

Nas reagdes que ndo necessitaram de recuperagdo antigénica, a quinta etapa
(recuperagdo antigénica pelo calor) ndo foi realizada, seguindo imediatamente a
desparafiniza¢io o bloqueio da peroxidase enddgena.

A leitura das ldminas foi realizada em microscopio Optico comum. Na
avaliagdo de NOSI1, NOS2, bcl-2, bax, fas e fasL os resultados foram classificados
em relagdo a intensidade da reagdo e nimero de células positivas (SOINI et al. 2001).
Esta gradag@o pode ser vista nas tabelas 2 e 3. O escore final é estabelecido pela
somatoria dos graus, sendo considerado caso negativo aquele cujo escore situar-se
entre 0-2, fracamente positivos aqueles com somatoéria entre 3 e 4, e fortemente
positivos 0s casos cuja somatoria for maior do que 4. Na avaliagdo de p53, foram
considerados positivos os casos em que mais de 10% das CRS apresentaram
marcagdo nuclear para este anticorpo. Na avaliagdo de LMP-1 e nitrotirosina, foram

considerados positivos os casos que apresentaram qualquer marcagdo nas CRS.



Tabela 1: Anticorpos utilizados, com referéncias ao clone, fabricante, diluigdo, método de recuperag@o antigénica, controles positivos e critério
de positividade

ANTICORPO CLONE FABRICANTE DILUICAO | RECUPERAGAO CONTROLE POSITIVO CRITERIO DE POSITIVIDADE

Nos1 POLYCLONAL | Transduction Lab | 1/50 Panela de pressdo | Neurdnios Ver texto

Nos2 Transduction Lab | 1/256 Panela de pressdo | Células gigantes (reacdo de corpo estranho) | Ver texto

Nitrotirosina 1A6 Upstate 1/1000 Panela de presséo | Células gigantes (reagéo de corpo estranho) | Qualquer marcagéo citoplasmatica nas CRS e variantes

p53 DO7 Dako 1/100 Panela de presséo | Células do centro germinativo > 10% de células positivas (marcag&o nuclear)

bcl-2 124 Dako 1/40 Panela de pressao | Pequenos linfocitos Ver texto

bax POLYCLONAL | Dako 1/100 Panela de presséo | Linfécitos B Ver texto

fas Dx3 Dako 1/200 Panela de pressdo | Pequenos linfécitos Ver texto

fasL POLYCLONAL | Santa Cruz 1/200 Panela de pressdo | Pequenos linfécitos Ver texto

LMP-1 CS1-4 Novocastra 1/100 Panela de pressdo | Carcinoma nasofaringeo EBV-positivo Qualquer marcagéo citoplasmatica/membrana nas CRS e variantes

Y4
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Tabela 2 - Gradacdo da rea¢do imunoistoquimica de acordo com a intensidade.

Caracteristica

Grau

Coloragdo negativa

Coloragéo de intensidade fraca
Coloragdo de intensidade moderada
Coloragdo de intensidade forte

Coloragao de intensidade muito forte

0

Tabela 3 - Gradagdo da reag@o imunoistoquimica de acordo com o numero de

células coradas.

Caracteristica

Grau

Nenhuma célula positiva
<10% das células positivas
10-50% das células positivas
51-90% das células positivas

>90% das células positivas

0

A técnica de hibrida¢do in situ (ISH) foi realizada para deteccio de

transcritos do genoma do EBV. Para tal foi utilizada a sonda de oligonucleotideo

EBER (Epstein-Barr virus encoded RNA, NCL-EBV, Novocastra®), marcada com

fluoresceina, sobre os cortes histologicos parafinados. A revelagdo da reacdo foi feita

com o kit de detecgdo de HIS para sondas fluoresceinadas (NCL-ISH-D, Novocastra,

UK). Por se tratar de kits, o procedimento foi seguido rigorosamente como indica o

fabricante, descrito a seguir:
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12.

13.

14.

15.

16.
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Desparafinizagdo dos cortes em xilol, 2 passagens de 3 minutos cada.
Hidratagdo em etanol 99%, 2 passagens de 3 minutos cada.

Hidratag@o em etanol 95%, 2 passagens de 3 minutos cada.

Imersdo em agua por 3 minutos.

Incubagdo dos cortes em 100um de proteinase K em tampdo Tris-HCI 0,05M,
pH7.6 por 10 a 15 minutos a 37°C.

Imersdo em agua, 2 passagens de 3 minutos cada.

Desidratagdo em etanol 95% por 3 minutos.

Desidratagdo em etanol 99% por 3 minutos.

Secagem do corte ao ar.

Aplicagdo de 20ul de sonda, cobrindo-se os cortes com laminula, deixando-se
por toda a noite a 37°C (cerca de 16 horas).

Retirada das laminulas delicadamente com tampéo.

Lavagem em tampéo 0,05M Tris-HCl1 0,3M NaCl, pH7,6 (TBS) com 0,1% de
TritonX-100 em 3 passagens de 3 minutos cada.

Aplicagdo de 100ul de tampdo TBS com soroalbumina bovina (BSA) a 3%,
0,1% de Triton X-100 e 20% de soro normal de coelho por 10 minutos.
Retirada do excesso de soro normal e, sem lavagem, aplicagdo de anticorpo
anti-fluoresceina diluido a 1:150 em tampao TBS com BSA a 3% e Triton X-
100 a 0,1%; incubagao por 30 minutos.

Lavagem dos cortes em tampao TBS, 2 passagens de 3 minutos cada.
Lavagem dos cortes em tamp@o do substrato da fosfatase alcalina pH 9,0 por

5 minutos;
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17.  Incubagdo com substrato da fosfatase alcalina (BCIP-NBT, 5 bromo-4-
chloro-3-indolylphosphate e nitroblue tetrazolium), preparado a 1:150 em
tamp@o Tris-HCI 100mM, MgCI2 50mM, NaCl 100mM, pH9,0, além de 1 ul
de Levamisole (inibidor de fosfatase alcalina) para cada ml de substrato;
incubar por toda a noite (cerca de 16 horas), a temperatura ambiente.

18. Lavagem em agua corrente por 5 minutos.

19. Contra-coloragdo com hematoxilina de Meyer por um minuto.

20. Passagem em agua amoniacal por segundos.

21. Montagem em meio aquoso.

A visualizagdo da reagdo de HIS € expressa através da colorag@o enegrecida
do nucleo das células tumorais. Como nas reagdes imunoistoquimicas, foram coradas
simultaneamente uma lamina com controle positivo externo € outra com controle
negativo (a mesma lamina do controle positivo com aplicagdo de tampao TBS no
lugar dos anticorpos primarios ¢ da sonda EBER), para validar a reacdo. Foram
considerados positivos 0s casos em que mais de 10% das células neoplasicas

apresentaram marca¢ao nuclear para o transcrito do EBV.

3.3 ANALISE ESTATIiSTICA

Os dados obtidos do estudo dos diversos marcadores foram colocados em
tabelas e a analise estatistica foi realizada utilizando-se os programas de computador
GraphPad Prism v.4.02 (Graphpad Software Inc. USA, 2000) e SPSS v.12.0 (SPSS
Inc. USA, 2003). Foram realizados para a analise de comparacdo entre os grupos € os

marcadores biologicos o teste de qui-quadrado ou o teste exato de Fisher. O nivel de
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significancia foi estabelecido para alfa<0,05. O célculo da estimativa de sobrevida
foi realizado através da técnica de Kaplan & Meyer. Comparagdes entre as curvas de
probabilidade de sobrevida acumulada para categorias de uma mesma variavel foram

realizadas pelo teste de log rank.

FUNDAGAC ANTONIO
PRUDENTE

o B IR N i s
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4 RESULTADOS

4.1 LINFOMA DE HODGKIN CLASSICO

4.1.1 Caracteriza¢do da amostra e correlacdo entre parametros clinicos

Dos 238 casos selecionados inicialmente, 171 puderam ser avaliados. Os
resultados em relag@o as variaveis de caracterizacdo da amostra examinada estdo
apresentados na tabela 4. Dos 171 casos de Linfoma de Hodgkin, observou-se que 97
(56.7%) deles acometiam individuos do sexo masculino € 74 (43.3%) acometiam
individuos do sexo feminino. A média de idade observada foi de 26,6 anos (minima
de 3 e maxima de 92 anos), sendo a mediana de 23 anos. O subtipo histologico mais
frequente foi a Esclerose Nodular (LHEN), compreendendo 93 casos (54.4%),
seguido pelo subtipo Celularidade Mista (LHCM), com 60 casos (35.1%). A maioria
dos casos diagnosticados encontrava-se estadios avangados, com 35.1% deles (n=60)
no estadio III e 17.5% (n=30) no estadio IV. Os sintomas B foram verificados em
aproximadamente 50% dos casos (n=85).

Observou-se correlagdo entre sintomas B e estadios mais avangados (I1I-1V)
da doenga (p=0,0011). Nao houve correlagdo entre estadio da doenca e sexo, género

ou tipo histolégico; e entre tipo histoldgico, sexo, género ou sintomas B.
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4.1.2 Resultados por antigenos pesquisados

Todas as analises foram feitas nas células de Hodgkin e de Reed-Sternberg. O
resultado geral da analise dos marcadores estda sumarizado na tabela 5.
Fotomicrografias de exemplos de casos positivos para cada um dos marcadores estdo
no item 5 (Figuras dos resultados). Os resultados em relagdo ao niimero de casos
avalidveis em cada grupo estdo descritos abaixo:

EBV: Na avaliagdo por imumoistoquimica, 85 casos (49,7%) apresentaram
marcagdo positiva para o anticorpo anti-LMP1. A pesquisa do transcrito EBER1 por
hibridizag&o in situ foi positiva em 80 casos (46,8%).

VIA MITOCONDRIAL DA APOPTOSE: O antigeno bcl-2 foi positivo em
35,1% dos casos (n=60). A marcagdo foi considerada fracamente positiva em 34
casos (19,9%) e fortemente positiva em 26 casos (15,2%). Bax foi positivo em 44,4%
dos casos (n=76), sendo fracamente positivo em 57 casos (33,3%) e fortemente
positivo em 19 casos (11,1%).

VIA DO RECEPTOR DE MORTE: Fas foi positivo em 93,6% dos casos
(n=160), sendo fracamente positivo em 15 casos (8,8%) e fortemente positivo em
145 casos (84,8%). O antigeno fasL foi positivo em apenas 5,8% dos casos (n=10). A
imunomarcacao foi fraca em 6 casos (3,5%) e forte em 4 casos (2,3%).

PROTEINA p53: 44,4% dos casos (n=76) apresentaram marcagio positiva
para este anticorpo.

NOSI1: 42.1% dos casos (n=72) foram positivos para este marcador em um
padrdo de marcagdo citoplasmatico, ocasionalmente com reforgo na regido do
complexo de Golgi. A intensidade da reagdo foi fraca em 62 casos (36,3%) e forte

em 10 casos (5,8%).
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NOS2: 55% dos casos (n=94) foram positivos, sendo a expressdo fraca em 69
casos (40.4%) e forte em 25 casos (14.6%). Observou-se um padrdo de marcacdo
citoplasmatico granular.

NITROTIROSINA: O subproduto do metabolismo da reagcdo do o6xido
nitrico foi detectado em 18.7% dos casos (n=32) em um padrio de marcagdo

citoplasmatico. A expressdo foi fraca, em CRS ocasionais.

4.1.3 Correlacio entre os antigenos e caracteristicas clinico-morfolégicas

Os resultados da anélise estdo descritos na Tabela 6.

RELACAO COM O GENERO DO PACIENTE: Nio se observou
associacdo de p53, bel-2 bax e fasl. com o género do paciente. Houve forte
associacdo entre a presenga de EBV e o sexo masculino, tanto na analise com ISH-
EBERI (p<0,0001) quanto na analise com imunoistoquimica anti-LMP1 (p<0,0001).
Observou-se também associagdo de fas e sexo masculino (p=0.032).

RELACAO COM O ESTADIO DA DOENCA: Nio se observou
associagdo de p53, bcl-2, bax, fas e fasL com o estadio da doenga. A presenga de
EBV correlacionou-se com estadios mais avangados (ISH-EBER com p=0,0011;
LMP-1 com p=0,0459).

RELACAO COM SINTOMAS B: Nio se observou correlagio entre
sintomas B e p53, bcl-2, bax, fas ou fasL. A presenga de EBV correlacionou-se com
a apresentagdo de sintomas B quando avaliada por ISH-EBER (p=0,0481), mas ndo

por imunoistoquimica anti-LMP-1.



RELACAO COM TIPO HISTOLOGICO: Pelo método de hibridizagdo in
situ, observou-se associagdo entre EBV com o tipo celularidade mista, quando
analisados todos os tipos (p=0,0022) e quando analisado isoladamente com o tipo
esclerose nodular (p=0,0001). Pelo método imunoistoquimico contra o antigeno
LMP-1, a mesma associagdo com o tipo celularidade mista foi observada (p<0,0001).
Os antigenos bcl-2, bax, p53, fas e fasL ndo apresentaram relagdo com o tipo

histoldgico.

4.1.4 Correlacdo entre os marcadores de apoptose
Os resultados da andlise estdo descritos na Figura 1.

Observou-se correlagdo entre pS3 e Bax (p=0,036), ¢ entre bax e fasL

(p=0.046).

4.1.5 Correlacio entre os marcadores de apoptose e EBV

Os resultados da andlise estdo descritos na Figura 1.

Nao se observou correlagdo entre o status do EBV e os marcadores p53, bax,
fas e fasL, tanto na analise utilizando EBER quanto na analise utilizando LMP-1.

Houve correlagdo inversa entre EBV e bcl-2 (LMP1, p=0,002; EBER, p=0,006).

4.1.6 Correlacao entre os marcadores e a expressdo NOS

Os resultados da analise estdo descritos na Figura 1.

Observou-se associagao entre bax e NOS2 (p=0.022), entre bcl-2 e NOS2
(p=0.034), ¢ entre p53 e NOS1 (p=0.006). Correlagdo inversa foi estabelecida entre

EBV (LMP-1) e NOS2 (p=0.018).
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4.1.7 Anadlise da sobrevida global em relaciio aos antigenos pesquisados

Para analise de sobrevida global, foram considerados EBV positivos apenas
0s casos que apresentaram marcagdo simultinea para EBER e LMP-1, e
considerados negativos 0s casos que ndo apresentaram marcagdo para nenhum dos
mesmos marcadores. Para andlise dos anticorpos bcl-2, bax, fas e fasL, os casos com
marcacdo fraca e forte foram agrupados em uma mesma categoria (considerados
positivos). Na avaliagdo de NOS1 e NOS2, apenas os casos com forte marcagdo para
estes anticorpos foram considerados positivos.

Observou-s¢ uma menor sobrevida global associada a forte expressdo de
NOS2 (p=0.0098). Estratificando-se os casos segundo o regime quimioterapico
adotado, observou-se que a forte expressdo de NOS2 estava associada a um pior
progndstico nos casos tratados com o esquema quimioterapico MOPP/ABVD
(p=0.0003).

Nio se observou alteragdo na curva de sobrevida global dos pacientes
segundo a expressdo de NOS1, EBV, bcl-2, bax, p53, fas ou fasL.

Figuras representativas da curva de sobrevida global segundo a expressdo de
NOS?2 e segundo a expressdo de NOS2 apds estratificagdo por regime quimioterapico

adotado podem ser visualizadas no item 5 (figuras dos resultados).

[FUNDAGAD ANTONIO
PRUDENTE
etz INTECA
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42 LINFOMA DE HODGKIN PREDOMINIO LINFOCITARIO

NODULAR

4.2.1 Caracterizacdo da amostra

Dos 7 casos de LHPLN, observou-se que 4 (57,1%) deles acometiam
individuos do sexo masculino e 3 (42,9%) acometiam individuos do sexo feminino.
A média de idade observada foi de 27,3 anos (minima de 7 ¢ maxima de 56 anos),

sendo a mediana de 26 anos.. Sintomas B foram verificados em 2 casos (28,6%).

4.2.2 Analise dos resultados por antigenos pesquisados

Os resultados globais podem ser apreciados na tabela 7. Fotomicrografias
representativas podem ser vistas no item 5 (Figuras dos resultados). Observou-se
positividade para NOS1 em 3 dos 7 casos avaliados (42,9 %), sendo a
imunomarcagdo de baixa intensidade. Com relagdo a expressdo de NOS2, observou-
se positividade em 5 casos (71,4%), sendo de forte intensidade em 1 caso e de baixa
intensidade em 4 casos. Tanto a expressdo de NOS1 quanto a de NOS2 apresentaram
um padrdo de marcacio difuso no citoplasma.

Nao houve positividade para nitrotirosina nos casos incluidos neste estudo.



Tabela 5 - Aspectos clinico-patoldgicos de 171 casos de LHC.

Parametro No. %
Género Masculino 97 56,7
Feminino 74 43,3
Tipo histolégico Inclassificavel 11 6,4
Rico em linfécitos 3 1,8
Celularidade mista 60 35,1
Deplecéo linfocitaria 4 2,3
Esclerose nodular 93 54,4
Estadio I 10 5,8
I 48 28,1
1] 60 35,1
v 30 17,5
N/A 23 13,5
Sintomas B néo 79 46,2
sim 85 497
N/A 7 41
Total 171 100,0

N/A: dados ndo disponiveis



Tabela 6 - Resultado geral dos marcadores em 171 casos de LHC.

Anticorpo Resultado No. %
Nos1 negativo 89 52,0
positivo (fraco) 62 36,3
positivo (forte) 10 5,8
N/A 10 58
Nos2 negativo 56 32,7
positivo (fraco) 69 40,4
positivo (forte) 25 14,6
N/A 21 12,3
Nitrotirosina negativo 129 75,4
positivo 32 18,7
N/A 10 58
p53 negativo 94 55,0
positivo 76 44 4
N/A 1 0,6
bel-2 negativo 104 60,8
positivo (fraco) 34 19,9
positivo (forte) 26 15,2
N/A 7 4.1
bax negativo 88 51,5
positivo (fraco) 57 33,3
positivo (forte) 19 111
N/A 7 4.1
fas negativo 4 2,3
positivo (fraco) 15 8,8
positivo (forte) 145 84,8
N/A 7 4.1
fasL negativo 159 93,0
positivo (fraco) 6 3,5
positivo (forte) 4 2.3
N/A 2 1,2
EBV (LMP1) negativo 84 49,1
positivo 85 497
N/A 2 1.2
EBV (EBER) negativo 85 49,7
positivo 80 46,8
N/A 6 3,5
Total 171 100,0

N/A: casos ndo avaliaveis
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labela 7 - Correlagdo entre antigenos pesquisados e caracteristicas clinicopatologicas em 171
asos de LHC (valores de p, testes de x° ou exato de Fisher).

2arametro NOS1 NOS2 p53 bcl-2 | bax fas fasL | LMP-1 EBER
3énero Masculino ns ns ns ns ns |0032| ns |<0.0001 | <0.0001
Feminino ns ns ns ns ns ns ns ns ns
fipo
1istolégico Inclassificavel ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Rico em linfocitos ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Celularidade
mista ns ns ns ns ns ns ns | <0.0001 | <0.0001
Deplecéo
linfocitaria ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Esclerose
nodular ns ns ns ns ns ns ns ns ns
stadio I-11 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
HI-1Iv ns ns ns ns ns ns ns 0.0459 | 0.0011
intomas B ns ns ns ns ns ns ns ns 0.0481

: Correlag@o ndo significativa estatisticamente.



Tabela 8 - Expressdo imunoistoquimica das NOS e de nitrotirosina em 7
casos de LHPLN.

Anticorpo Resultado No. %
Nos1 Negativo 3 429
positivo (fraco) 3 429
positivo (forte) 0 0,0
N/A 1 14,3
Nos2 negativo 1 14,3
positivo (fraco) e 57.1
positivo (forte) 1 14,3
N/A 1 14,3
Nitrotirosina negativo 5 71,4
positivo 0 0,0
N/A 2 28,6
Total 7 100,0

N/A: Casos ndo avaliaveis
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NOS1

NOS1 NOS2
NOS2 ns p53

p53 0.006 ns bcl-2

bcl-2 ns 0.034 ns bax

bax ns 0.022 0.036 ns fas

fas ns ns ns ns ns faslL

fasL ns ns ns ns 0.046 ns LMP1
LMP1 ns 0.018 ns 0.002 ns ns ns EBER
EBER ns ns ns 0.006 ns ns ns ns

Figura 1 - Correlagdes entre pares de marcadores em 171 casos de LHC (valores de p, testes
de x° ou exato de Fisher). Correlagdes inversas estdo indicadas em italico. ns: Correlagdo
estatisticamente ndo significativa.
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Figura 2 - LHC. (A) H&E: LHC, esclerose nodular (100x). No detalhe, célula
lacunar (400x). (B) IHQ: CRS positivas para CD30 (400x). No detalhe, marcagio
~para CD15 (400x).
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Figura 3 - LHC. (A) IHQ - NOSI: CRS demonstrando marcagdo citoplasmatica,
com refor¢o na regido do complexo de Golgi (400x). (B) IHQ - NOS2: CRS

apresentando padrdo de marcagdo granular, citoplasmatico (400x).
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Figura 4 - LHC. (A) IHQ - Nitrotirosina: CRS (setas) demonstrando marcagdo
citoplasmatica (400x). (B) IHQ - bcl-2: CRS apresentando padrdo de marcagao

citoplasmatico (400x).
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Figura 5 - LHC. (A) IHQ - bax: CRS demonstrando marcagdo citoplasmatica, de

padrao granular. Linfécitos e macréfagos do infiltrado inflamatério também

apresentam positividade. (1000x). (B) IHQ - p53: CRS apresentando padrido nuclear

de marcag¢do (400x).



45

Figura 6 - LHC. (A) IHQ - fas: CRS demonstrando forte marcagdo de membrana

(400x). (B) IHQ - fasL: CRS apresentando pad

(400x).

o citoplasmatico de marcac¢ao

ré
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Figura 7 - LHC. (A) IHQ - LMP-1: CRS demonstrando marcagdo citoplasmatica,
com refor¢o na regido do Complexo de Golgi (400x). (B) ISH - EBER: CRS

apresentando padrdo de nuclear de marcagao (400x).
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Figura 8 - LHPLN. (A) H&E: Padrio nodular caracteristico desta neoplasia (40x).
No detalhe, célula L&H (1000x). (B) IHQ — CD20: Célula L&H apresentando
padrido de marcac¢do de membrana. Alguns linfocitos de permeio também apresentam

positividade para este anticorpo (400x).
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Figura 9 - LHPLN. (A) IHQ - NOS1: Células L&H (setas) demonstrando marcagio
citoplasmatica, com refor¢o na regido do complexo de Golgi (400x). (B) IHQ -
NOS2: Células L&H (seta) apresentando padrao de marcagdo citoplasmatico (400x).
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Figura 10 - Curva atuarial de sobrevida global segundo a expressdo de NOS2/iNOS

em pacientes portadores de LHC.
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Figura 11 - Curva atuarial de sobrevida global segundo a expressdo de NOS2/iNOS
em pacientes portadores de LHC tratados com MOPP/ABVD.
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6 DISCUSSAO

6.1 LINFOMA DE HODGKIN CLASSICO

O achado da esclerose nodular como o subtipo mais frequente de LHC no
nosso estudo, seguida pelo subtipo celularidade mista, equivale ao observado em
paises desenvolvidos e corrobora os achados de outros autores brasileiros
(VASSALO 2000), discordando, portanto, de estudos anteriores que relataram serem
a celularidade mista e deplegéo linfocitaria os tipos histologicos mais comuns em
paises em desenvolvimento (CORREA & O’CONNOR 1971). Tais variagdes podem
ser devidas a diferencas na classificacdo do subtipo histolégico, principalmente nos
casos em que a fibrose € discreta e focal no linfonodo avaliado, podendo um caso ser
classificado como celularidade mista e ndo como tipo esclerose nodular.

A probabilidade de ocorréncia de sintomas B aumenta com o estadio da
doenga, como mostram nossos achados e dados do International Database on
Hodgkin’s Disease. A presenca de sintomas B esta incorporada na Classificagdo de
Ann Arbor e ¢ um fator prognostico desfavoravel estadio-independente.

A associagdo entre EBV e LHC em nosso estudo foi observada em
aproximadamente 50% dos casos. A frequiéncia de infeccgdo pelo EBV associada ao
LH varia com a literatura. No Brasil, a freqiiéncia chega a 82% em estudo conduzido
no Ceara (ABREU et al. 1997). VASSALO (2000) reportou uma freqii€ncia de
64,5%, tanto na pesquisa de EBER quanto de LMP1. Nao ha trabalho na literatura

que determine um fator especifico como responsavel pela maior ou menor freqiiéncia
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de infecgdo pelo EBV no LH observada em alguns paises ou regides. Fatores socio-
econdmicos (que podem influenciar no status do sistema imune) ou genéticos podem
ser sugeridos. O achado da freqiéncia de 82% no estudo de ABREU et al. (1997)
torna excitante uma associagdo com fatores socio-econdomicos. GLASER et al.
(1997) sugerem que efeitos da pobreza sobre o organismo podem influenciar a
associagdo entre a infec¢do pelo EBV e o LHC, havendo inclusive associagdo ao tipo
histologico (celularidade mista vs esclerose nodular). A questdo, entretanto,
permanece em aberto.

A forte associagdo observada em nosso estudo entre EBV e 0 sexo masculino
do paciente (p<0,0001) encontra apoio em dados da literatura (GLASER e
JARRETT 1996; MURRAY et al. 1999). Em animais experimentais, observa-se que
o sexo masculino apresenta maior susceptibilidade a infec¢do e disseminagdo viral
(BRULAND et al. 2001). O fato de que esterdides sexuais influenciam o
desenvolvimento e fung@o do sistema imunolégico (SCHUURS ¢ VERHEUL 1990)
e que a produgdo de niveis de imunoglobulinas e elaboragdo de resposta imunologica
apos imunizag@o ou infecgdo sdo maiores no sexo feminino (VERTHELYI 2001)
pode explicar a menor freqi€éncia da infec¢do pelo EBV em mulheres com LH.
Estudos adicionais s@o necessarios para desvendar as causas subjacentes desta
associagdo entre sexo masculino e infecgdo pelo EBV no LHC.

A correlagdo entre EBV e estadios mais avangados da doenga também ja foi
relatada na literatura (HUH et al. 1997). O significado de tal associagdo €, entretanto,
incerto. No nosso estudo, curiosamente, o EBV relacionou-se com estadios mais
avangados da doenga e com sintomas B, assim como houve correlagdo entre sintomas

B e estadio avangado da doenca. Se a produgdio de fatores (quimiocinas, citocinas,
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anti-apoptoticos) pelas CRS EBV+ pode estar associada a uma progressao mais
rapida da neoplasia é uma questdio em aberto. Ndo encontramos trabalhos na
literatura a este respeito.

A correlagio entre EBV e sintomas B no LHC nfo ¢ corroborada por outros
trabalhos da literatura (MURRAY et al. 1999; VASSALO 2000). O estimulo pelo
EBV da produgdo de fatores relacionados ao aparecimento dos sintomas B € uma
hipotese a ser considerada para explicar a correlagdo observada em nosso estudo.
Linfocitos B transformados pelo EBV, assim como CRS, sdo capazes de produzir
numerosas citocinas (D’ADDARIO et al. 2001; BECK et al. 2001; WROBLEWSKI
et al. 2002; OLIVIERI et al. 2003). Dentre estas, a IL-6 foi objeto de estudos que
procuraram associar sua ocorréncia no soro ou no tecido de pacientes portadores de
LHC a ocorréncia de sintomas B, com resultados conflitantes (GAUSE et al. 1991;
FOSS et al. 1993; GORSCHLUTER et al. 1995).

A correlagdo entre EBV e o tipo histologico celularidade mista ja esta bem
documentada em numerosos estudos (JIWA et al. 1993; KHAN et al. 1993a;
VASSALO 2000; GANDHI et al. 2004).

A correlagdo inversa observada entre EBV e bcl-2 encontra apoio em dados
da literatura (KHAN et al. 1993b; VASSALO 2000; KIM et al. 2004) e faz supor que
a superregulagdo do gene bcl-2 pela proteina LMP-1 do EBV ndo ocorre no LH.
Desta forma, a participagdo do EBV no bloqueio da apoptose observado no LHC, se
efetiva, ndo ocorreria através deste mecanismo. Outras proteinas pré-apoptoticas
podem estar envolvidas na sobrevivéncia das CRS em casos EBV-positivos, assim
como a superregulacdo de bcl-2 em casos EBV-negativos pode dever-se a outros

mecanismos, como a oncoproteina c-myc (CHETTY et al. 1995).
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O efeito favoravel no prognostico associado a presenga do EBV observado
em outros estudos (MURRAY et al. 1999; VASSALO 2000) ndo foi confirmado por
nossos achados.

A pesquisa de bcl-2 resultou positiva em 35,1% dos casos. Estudos ao longo
dos tultimos 10 anos mostraram positividade variando de aproximadamente 20% até
100% (JIWA et al. 1995; BRINK et al. 1998; LAURITZEN et al. 1999; VASSALO
2000; GARCIA et al. 2003; KIM et al. 2004; MONTALBAN et al. 2004). Tais
achados podem ser devidos a variagdes nas técnicas imunoistoquimicas utilizadas e
nos parametros de definicdo da positividade ou negatividade de um dado caso.
Outros fatores devem ser considerados tais como a associacdo entre infecgdo pelo
EBV em linfocitos e superregulagdo da proteina bcl-2. O estabelecimento desta
relacdo causal nas CRS poderia explicar variagdes na expressdo desta proteina.
Entretanto, outros trabalhos nio corroboram esta tese (JIWA et al. 1995; VASSALO
2000). Nao parece haver associag@o entre a expressdo aumentada da proteina bcl-2 e
a translocagdo t(14;18), a exemplo dos linfomas foliculares (CORBALLY et al.
1994).

Alguns estudos relatam uma menor sobrevida global e/ou sobrevida livre de
doenga em pacientes portadores de LHC cujas células apresentam expressao de bel-2
(GARCIA et al. 2003; MONTALBAN et al. 2004). Nosso estudo, ao contrario, ndo
observou diferenca estatisticamente significativa na sobrevida global associada a
expressdo de bcl-2. Ambos os estudos citados analisaram uma amostra maior de
pacientes utilizando a técnica de tissue microarray e incluiram na amostra casos de
faixa pediatrica e adulta. O anticorpo utilizado foi 0 mesmo do nosso estudo (clone

124, marca Dako), mas o esquema de graduagdo utilizado na leitura das reagdes foi
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diferente, podendo ser responsével pela diferenga na percentagem de casos positivos
e sua relacio com a sobrevida. Diferencas no comportamento da neoplasia
associadas as caracteristicas de susceptibilidade genética derivadas de diferengas
regionais, étnicas e socio-econdémicas, embora dificeis de serem comprovadas,
podem também ser responsaveis pelos achados discrepantes entre os estudos citados
e nosso estudo. Outro estudo (RASSIDAKIS et al. 2002a) reportou um pior
prognostico associado a expressdo de bcl-2 por CRS em pacientes portadores de LH
tratados com o esquema quimioterapico ABVD ou regimes equivalentes. O autor ndo
foi capaz, entretanto, de explicar 0 mecanismo molecular subjacente a este achado.

A proteina bax foi a primeira dos homélogos de bcl-2 a ser caracterizada
como um agonista apoptotico. Bax induz apoptose ao se inserir na membrana
mitocondrial, se ligando ao bcl-2 e inibindo sua fungo, o que leva a liberagdo de
citocromo C (PAWLOWSKI e KRAFT 2000). Bax foi expressa em 44,4% dos casos
estudados. Este achado difere do observado por VASSALO (2000), que observou
positividade em 84,6% dos casos. O anticorpo utilizado foi o mesmo (clone A3533),
podendo os dados discrepantes serem atribuidos a diferencas na técnica
imunoistoquimica e/ou ao esquema de graduagiio adotado para leitura das reagdes.
Outros trabalhos utilizando diferentes clones do anticorpo bax, diferentes métodos de
recuperagdo antigénica e métodos de leitura relatam positividade para bax nas CRS
variando de 74% a 98% (GARCIA et al. 2003; MONTALBAN et al. 2004; KIM et
al. 2004). Um trabalho demonstrou positividade para bax em apenas um de 53 casos
estudados (LAURITZEN et al. 1999).

A correlagdo observada entre bax e p53 ndo encontra apoio na

literatura. Entretanto, poderia ser explicada pelo fato de que a transcri¢do de bax e



55

outros genes que promovem a liberagdo do citocromo C pela mitocondria pode ser
iniciada por p53.

Nio houve influéncia de bax na sobrevida global dos pacientes, ao
contrario do observado por VASSALO (2000). No estudo citado, a expressdo de bax
tendeu a correlacionar-se com uma melhor sobrevida global, o que poderia ser
explicado pela fungdo pré-apoptotica desta proteina. RASSIDAKIS et al. (2002b)
também ndo observou influéncia da expressio de bax na sobrevida em 5 anos de
pacientes portadores de LH, tendo analisado varios niveis de corte para determinagéo
de positividade (20%, 30% e 75%).

O antigeno fas foi positivo em 93,6% dos casos estudados, percentagem
proxima a observada por METKAR et al. (1999), de 91%, e superior a observada por
VASSALO (2000), de 61,5%. Estudos em linhagens celulares de LHC, mostrando
que anticorpos agonistas de fasL ndo sdo capazes de induzir apoptose nas CRS (Re,
2000) levaram & hipotese de que mutacgdes no gene FAS, observadas em linfomas
nao-Hodgkin (GRONBAEK et al. 1998; MUSCHEN et al. 2002), poderiam explicar
o bloqueio desta via de ativagdo de apoptose no LH. Entretanto, estudos
subseqiientes ndo mostraram dados consistentes que assegurassem serem mutagdes
no gene fas responsaveis pelo escape da apoptose observado nesta neoplasia
(MUSCHEN et al. 2000; MAGGIO et al. 2003). Assim, € mais provavel que a
disfungdo na via fas/fasL. envolva defeitos em mecanismos localizados abaixo destes
receptores na cascata de ativagdo, como c-FLIP. Tém-se demonstrado que as células
de Reed-Sternberg apresentam frequiente positividade para c-FLIP (THOMAS et al.

2002), além de outros fatores participantes da via do receptor de morte (FADD), o
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que faz supor que esta proteina ¢ um participante ativo desta via no Linfoma de
Hodgkin (MATHAS et al. 2004).

Em contraste ao observado na avaliagdo de fas, apenas 5,8% dos nossos casos
mostraram positividade para fasL. Estudo de expressdo génica utilizando linhagens
de CRS mostrou que estas ndo apresentavam transcritos de fasL. (MESSINEO et al.
1998). Estes achados, entretanto contrastam com as observagdes de VERBECKE et
al. (2001), que observaram positividade imunoistoquimica para este marcador em
87% dos casos e com as de METKAR et al. (1999), que observou positividade em
32% dos casos. De fato, a expressdo forte de fasL por CRS poderia contrabalancar
uma reagao imune por c€lulas T circundantes.

A positividade para p53 foi observada em 44,4% dos casos. O gene p53 € um
gene supressor de tumor que se encontra mutado em aproximadamente 50% de todas
as neoplasias humanas. Ele codifica a proteina p53, que tem papel na parada do ciclo
celular e indugdo de apoptose em reposta a danos provocados ao DNA. Mutacdes no
gene p53 aumentam os niveis da proteina p53, assim como bloqueiam a transativagado
p53-mediada. As CRS frequentemente apresentam superexpressao de p53, levando a
hipdtese de que mutagdes no gene p53 poderiam explicar o acumulo desta proteina e
estarem envolvidas na resisténcia a apoptose observada nas CRS. Entretanto, dados
da literatura apontam para uma baixa freqiiéncia de mutagdes do gene p53 no LH
(ELENITOBA-JOHNSON et al. 1996; MAGGIO et al. 2001) devendo o acumulo da
proteina ser secunddrio a mecanismos alternativos, como por exemplo, uma
diminui¢do nos niveis de Hdm2, proteina inibidora de p53 e que media sua

ubiquitinizag@o e degradagdo rapida pelo proteassomo (KUPPER et al. 2001).

FUNDAGED

H R S48

R R

PN

ANTONIO




57

Relatos na literatura de que uma expressdo anormal de p53 esta associada a
uma menor sobrevida global de pacientes portadores de LH (BRINK et al. 1998;
SMOLEWSKI et al. 2000; GARCIA et al. 2003) ndo foram confirmados por nosso
estudo.

Nosso estudo demonstra que as CRS frequentemente expressam NOS
(particularmente NOS2, encontrada em 55% dos casos) e produzem nitrotirosina,
evidéncia indireta da producdo de ON. A expressdo de NOS3/eNOS néo foi avaliada
neste estudo devido a inabilidade das CRS em produzirem esta enzima (MENDES
1999). A produgdo de ON em caso de LH ja foi objeto de artigo recente que
demonstrou aumento da concentragdo de ON no ar expirado de um paciente portador
de LH (HOLMKVIST et al. 2003). Os autores observaram ainda que a concentragdo
de ON no ar expirado diminuiu progressivamente a medida que o tratamento
preconizado (8 ciclos de quimioterapia) avangava.

As correlagdes observadas entre as NOS e p53, membros da familia bel-2 e
EBV sugerem que estas enzimas s3o participantes ativos do mecanismo defeituoso
do programa apoptotico no LH, além de serem evidéncia adicional de que vias
complexas de sinalizag@o estdo envolvidas neste processo.

A associagdo encontrada entre NOS1 e p53 sugere que a sinaliza¢do via ON
poderia aumentar a transcri¢do e acimulo de p53. Estudos anteriores mostraram que
0 dano ao DNA mediado por ON desencadeia o acumulo de p53 e ativa a apoptose
(FORRESTER et al. 1996). Foi também demonstrado que, ocorrendo o acimulo de
p53, a expressdo de NOS ¢ diminuida pela inibigdo do promotor de NOS (AMBS
1998b). Este mecanismo de retroalimentag@o negativa formado entre NO e p53 pode

ser uma resposta fisiologica ao dano ao DNA mediado por ON. Em ultima anélise, a
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inibi¢do do crescimento mediada por p53 poderia levar @ mutagdo de p53 nas células
tumorais. Isto, entretanto, ndo parece ocorrer no LH, no qual as mutagdes de p53 sdo
eventos raros (ELENITOBA-JOHNSON et al. 1996; MAGGIO et al. 2001). E uma
questdo em aberto se a expressdo de NOS e produgdo de ON podem estar envolvidas
na superexpressio de MDM2, que, como ja foi dito acima, € um mecanisSmo
provavelmente envolvido no actimulo de p53 no LH (KUPPER et al. 2001).

Observamos também uma associacdo entre a superexpressdo de bax e de
NOS2 (p=0.022). Como ja foi mencionado, o ON promove a apoptose ao diminuir 0s
niveis de bcl-2 e aumentar os niveis de bax através do aumento da transcrigdo de
p53. Por outro lado, a associagdo entre NOS2 e bcl-2 (p=0.034) sugere que a
modulacdo dos niveis das proteinas pro-apoptoticas e antiapoptoticas no LH pode ser
feita por outros mecanismos. O ON pode modular a clivagem e ativagdo de caspases,
com efeitos na expressdo de bcl-2 e bax. Em linfocitos B, ON previne a apoptose ao
manter os niveis de mRNA e a produgdo da proteina bcl-2 (GENARO et al. 1995).
Em hepatocitos, o ON também inibe a capacidade da caspase-3 de clivar bel-2 (KIM
et al. 1998). Considerando que a expressdo de bcl-2 € inversamente correlacionada a
presenga de EBV e portanto parece ndo estar associada a infeccg@o pelo EBV no LH,
como demonstrado por nosso estudo e por outros autores (KHAN et al. 1993; JIWA
et al. 1995; KIM et al. 2004), ¢ possivel que a expressdo de NOS2, sendo também
inversamente correlacionada a infecc¢do pelo EBV, possa ser um dos mecanismos
pelo qual a superexpressao de bel-2 € induzida em alguns casos de LH.

Deve-se ainda ter em mente que vias de sinaliza¢do aparentemente diferentes,
que levam ao bloqueio da apoptose, podem estar ligadas por uma ou mais moléculas,

algumas vezes com algas de retroalimentacdo positiva que podem ser criticas na
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habilidade da célula neoplasica em sobreviver e proliferar. NF-kappaB, que estudos
tém demonstrado ser expresso pelas CRS (BARGOU et al. 1996 €1997), € um fator
de transcrigdo que regula a expressdo de varios genes envolvidos nos mecanismos de
proliferagdo e apoptose. Genes-alvo de NF-kappaB incluem c-myc (KARIN et al.
2002) e c-FLIP (KREUZ et al. 2001; MICHEAU et al. 2001). O mecanismo que leva
a superexpressdo de NF-kappa B no LH nd@o ¢ ainda bem compreendido. No LH
EBV-positivo, uma possivel explicagdo € a ativagdo via LMP-1, proteina que pode
mimetizar um receptor CD40 ativo e portanto ativar a transcri¢io de NF-kappaB
(GIRES et al. 1997, KILGER et al. 1998). Por outro lado, sabe-se que o ON também
pode modular a transcrigdo de NF-kappa B (BOGDAN 2001) e portanto estar
envolvido na expressio desta molécula pelas CRS nos casos ndo associados a
infecgdo pelo EBV.

Observamos ainda que a forte expressdo de NOS2 pelas CRS esta associada a
uma menor sobrevida global. Quando estratificada por modalidade de esquema
quimioterapico adotado, a forte expressdo de NOS2 prediz um pior progndstico para
pacientes tratados com MOPP/ABVD. O significado biologico subjacente a esta
observagdo nfo ¢ claro e pode envolver interagdes entre NOS2 ¢ ON com as demais
proteinas discutidas neste estudo. Ndo encontramos estudos na literatura que possam

fornecer subsidios para esclarecer esta questdo.
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6.2 LINFOMA DE HODGKIN PREDOMINIO LINFOCITARIO

NODULAR

O presente estudo demonstrou que o LHPLN ¢ capaz de expressar NOS,
achado ainda ndo descrito na literatura. Ndo foi possivel demonstrar a produgdo de
nitrotirosina, que seria um indicio indireto da produgdo de ON pelas células L&H.

Os resultados demonstram que a expressdo de NOS2 ¢ mais freqiiente que a
de NOSI (71,4% versus 43% dos casos, respectivamente). A expressdo das duas
isoformas de NOS ;4 foi observada em neoplasias de diferentes sitios e histogénese
(ROSBE et al. 1995; AMBS 1998a; WILSON et al. 1998; KLOTZ et al. 1998;
SWANA et al. 1999; VAKKALA et al. 2000) havendo, entretanto, poucos trabalhos
na literatura descrevendo a atividade de NOS e/ou produgdo de ON em neoplasias
linféides humanas (MANNICK et al. 1994; ZHAO et al. 1999; SONOKI et al. 1999;
MENDES et al. 2001).

Como ja descrito anteriormente, o papel das NOS e do ON na carcinogénese
¢ variado, cobrindo desde danos ao DNA, que podem induzir ao aparecimento de
mutagdes, até o estimulo da angiogénese e a inibi¢do da apoptose (BRUNE et al.
1998; KIM et al. 2001; XU et al. 2002). O significado bioldgico da detecgdo de NOS
nos casos de LHPLN &, entretanto, obscuro. O pequeno nimero de casos ndo permite
o desenvolvimento de estudo que poderia relacionar a produgdo de ON com
marcadores de desenvolvimento e ativagdo de linfocitos, € marcadores de apoptose, a
exemplo do que foi realizado nos casos de LHC.

Paralelamente, a literatura acerca da biologia da célula L&H ¢ também

escassa. Estudos indicam sua derivag@o a partir de células B (KUPPERS et al. 1994;
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OHNO et al. 1997; MARAFIOTI et al. 1997) e a existéncia de subclones de células
tumorais derivados da ocorréncia de hipermutagdes somaticas (MARAFIOTI et al.
1997; BRAEUNINGER et al. 1997). Entretanto, os genes e proteinas envolvidos na
manuten¢do e progressdo da neoplasia sd@o pouco conhecidos. Ha indicios de
mutagdes no gene fas na sua patogénese (VAN DEN BERG et al. 2002). Expressdo
de ¢-REL, indicando ativagdo constitutiva de NFkappaB, foi observada em casos de
LHPLN, em propor¢do bem inferior, entretanto, ao observado em casos de LHc
(XTIAO et al. 2004). Da mesma forma, a expressdo de c-FLIP tbém foi demonstrada,
em propor¢do menor a observada no LHc, e associada a transforma¢do do LHPLN
em Linfoma Difuso de Grandes Células em 2 casos (UHEROVA et al. 2004).

A demonstragdo de que as células L&H no LHPLN podem produzir NOS1 e
NOS2 ¢ um indicio de que estas proteinas podem estar envolvidas na patogénese de
neoplasias de origem hematopoiética, a exemplo do que foi observado no LHC e em
outras neoplasias derivadas de células B (MENDES et al. 2001). Uma casuistica
mais ampla ¢ necessaria para uma melhor investigacdo deste achado, para investigar-
se a produgdo ou ndao de ON pelas células neoplasicas, e para procurar-se
correlacionar a sua presenga a expressdo de outros genes. Estudos de biologia

molecular podem também langar luz sobre esta quest&o.
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CONCLUSOES

As células de Hodgkin e Reed-Sternberg sdo capazes de expressar NOSI e

NOS2. Sdo também capazes de produzir 6xido nitrico.

A excegdo de fasL, os demais marcadores de apoptose foram frequentemente
expressos pelas CRS. A demonstragdo de que NOS1 e NOS2 correlacionam-
se com alguns destes marcadores de apoptose ¢ mais uma evidéncia de que
vias complexas de sinaliza¢do estdo envolvidas no processo de sobrevivéncia

das células neoplasicas.

A correlagdo inversa observada entre LMP-1 e bcl-2 sugere mecanismos
diferentes no bloqueio da apoptose em casos EBV-negativos € positivos.
Dada a correlagdo inversa também observada entre NOS2 e EBV, € possivel
que NOS2 participe do mecanismo de superregulagdo de bcl-2 nos casos

EBV-negativos.

Observou-se associagdo entre fas e sexo masculino, EBV e sexo masculino,

EBYV e o subtipo celularidade mista, e entre EBV e sintomas B.

A expressdo forte de NOS2 no Linfoma de Hodgkin cldssico esta associada a
uma menor sobrevida global, sendo ainda fator progndstico adverso nos casos

tratados com MOPP-ABVD. Nao houve altera¢do na evolugdo clinica dos
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pacientes estudados com relagdo aos demais marcadores utilizados neste

estudo.

O Linfoma de Hodgkin do tipo Predominio Linfocitario Nodular ¢ capaz de

expressar NOS1 e NOS2.
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ANEXO A

FORMULARIO DE COLETA DE DADOS
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