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RESUMO

Introducdo: A associacdo entre Linfoma de Hodgkin classico e o status tumoral do
virus Epstein- Barr € bem definida. Entretanto, a expresséo da positividade do virus
Epstein-Barr nas células de Reed-Sternberg/Hodgkin e o impacto dessa relacdo na
sobrevida do Linfoma de Hodgkin classico permanecem controversos e apresentam
resultados conflitantes em estudos de diversas regides do mundo. Considera-se
essencial o entendimento fisiopatogénico desse virus no progndéstico dos pacientes
com Linfoma de Hodgkin classico. Objetivo: Correlacionar o status do virus Epstein-
Barr com os fatores de risco desfavoraveis e fatores prognésticos do Linfoma de
Hodgkin classico em uma populagdo brasileira. Métodos: A positividade do virus
Epstein-Barr foi determinada pelo método de Hibridizacdo in situ para o &cido
ribonucleico viral e pela imuno-histoquimica para proteina de membrana latente viral-
1. A revisdo histopatologica das amostras e a analise dos testes de identificacdo
foram realizadas por uma hematopatologista experiente. Avaliou-se 0 impacto
prognostico do status do virus Epstein-Barr em 29 pacientes com Linfoma de
Hodgkin classico. Os fatores progndésticos do Escore Progndstico Internacional para
estadio avancado e os fatores de risco desfavoraveis instituidos pelo Grupo Aleméo
de Estudos em Hodgkin para estadio limitado foram correlacionados com o status
viral nas células tumorais. Para as associagfes entre presenca do virus Epstein-Barr
e outras variaveis categoricas, aplicaram-se os testes de Qui-quadrado ou exato de
Fisher. A Sobrevida Global e a Sobrevida Livre de Eventos foram analisadas pelo
método de Kaplain-Meier e Modelo de Regressao Proporcional de Cox. Resultados:
A média de idade ao diagnostico foi 33 anos. O status do virus Epstein-Barr nas
células tumorais foi positivo em 37,9%. As células tumorais positivas para o virus
foram mais frequentes em pacientes com idade maior que 45 anos, sem diferenca
estatistica. O subtipo celularidade mista foi o mais frequente (p = 0,02) e o tamanho
de efeito desse teste foi de moderada magnitude. Na andlise univariada, as
sobrevidas Livre de Eventos e Global ndo apresentaram significancia estatistica para
idade, sexo, estadio clinico, hemoglobina, leucocitose, linfocitopenia, albumina,
envolvimento nodal, sintomas B, doenca extranodal e doenca Bulky entre os
pacientes positivos e negativos para o virus Epstein-Barr (p > 0,05). Os pacientes

positivos apresentaram maior Sobrevida Livre de Eventos quando comparados aos



pacientes negativos, embora a diferenca ndo apresentasse significancia (p = 0,07).
Na andlise multivariada, a positividade ao virus Epstein-Barr ndo demonstrou fator
prognéstico significante. Conclusdes: Apesar do status do virus Epstein-Barr nas
células tumorais néo ter revelado associacdo com fatores progndésticos adversos e
nao ter influenciado a Sobrevida Global e a Sobrevida Livre de Eventos, observou-se
uma associacado positiva entre a presenca desse virus e o subtipo celularidade

mista, demonstrando uma relagéo com o subtipo histolégico de pior progndstico.

Palavras-chave: Linfoma de Hodgkin Classico. Virus Epstein-Barr. Hibridizacdo in

situ. LMP-1. Escore Prognéstico Internacional.



ABSTRACT

Introduction: The association between classical Hodgkin’s Lymphoma and tumor
Epstein-Barr virus status is well established. However, the expression of Epstein-Barr
virus presence in Hodgkin/Reed-Sternberg cells and its prognosis remains
controversial and presentes conflicting results in studies worldwide. Understanding
the pathophysiological role of this virus in the prognosis of patients with classical
Hodgkin’s Lymphoma is essential. Objective: The aim of this study is to correlate the
clinical outcome with Epstein-Barr virus status in a Brazilian population. Methods:
Epstein-Barr virus positivity was determined by in situ hybridization for Epstein-Barr
virus-encoded ribonucleic acid and immunohistochemistry for viral latent membrane
protein-1. The histopathology review and the analysis of identification tests were
performed by an hematopathologist expert. The prognostic impact of Epstein-Barr
virus status in 29 patients with classical Hodgkin’s Lymphoma was evaluated.
Prognostic factors from International Prognostic Score to advanced stage and risk
factors from German Hodgkin Study Group to limited stage were correlated with
tumor cells Epstein-Barr virus status. In order to determine associations between the
presence of Epstein-Barr virus and other categorical variables, Chi-square or Fisher's
exact tests were applied. Overall and event-free survivals were analyzed with
Kaplan-Meier method and Cox proportional hazards regression models. Results: The
mean age at diagnosis was 33 years. Tumor cells Epstein-Barr virus status was
positive in 37.9%. Epstein-Barr virus-positive classical Hodgkin’s Lymphoma was
more frequent in patients older than 45 years, with no statistical difference. Mixed
cellularity histological subtype was more common in Epstein-Barr virus-related tumor
cells (p = 0.02) and its effect-size index was medium. Univariate analysis, event-free
survival and overall survival were not significantly associated to age, sex, clinical
stage, hemoglobin, leukocytes, lymphocytes, albumin, nodal involvement, B
symptoms, extranodal disease and Bulky disease in Epstein-Barr virus-positive and
negative patients (p > 0.05). Epstein-Barr virus-positive patients had longer event-
free survival when compared to Epstein-Barr virus-negative ones, even though the
difference was not statistically significant (p = 0.07). In multivariate analysis, Epstein-
Barr virus positivity was not a significant prognostic factor. Conclusions: Although the

Epstein-Barr virus status in tumor cells was not associated with adverse prognostic



factors and did not influence the overall and event-free survivals, a positive

association between the presence of Epstein-Barr virus and Mixed-cellularity subtype
was noticed.

Keywords: Classical Hodgkin’s Lymphoma. Epstein-Barr virus. In situ hybridization.
LMP-1. International Prognostic Score.
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1 INTRODUCAO

O Linfoma de Hodgkin (LH) é uma doenca heterogénea tanto do ponto de
vista histopatologico quanto epidemioldgico. Representa, aproximadamente, 11% de
todos os linfomas e divide-se em duas distintas entidades: o Linfoma de Hodgkin
classico e o raro Linfoma de Hodgkin predominéancia linfocitica nodular. As células
neoplasicas de Reed-Sternberg/Hodgkin (RSH) do Linfoma de Hodgkin classico sao
de origem linfoide, clonais e derivadas, principalmente, das células B maduras
(ANSELL, 2014).

A descoberta da origem clonal das células de RSH a partir de células B
provocou numerosas pesquisas envolvendo a complexidade biol6gica do LH.
Recentes aplicacdes de tecnologia gendmica, a fim de compreender as mudancas
moleculares dessa transformacdo e proliferacdo maligna, foram reportadas.
Entretanto, nenhum estudo decifrou até o momento um evento transformador
etiogénico primario para explicar as caracteristicas fenotipicas das células de RSH
(RE et al., 2005).

Fatores de risco etiopatogénicos implicados no desenvolvimento dessa
neoplasia ainda permanecem indefinidos. Fatores hereditarios, exposicdes virais e
imunossupressao foram associados ao LH em estudos prévios (ANSELL, 2014).

O virus Epstein-Barr (EBV), também denominado virus herpes humano
tipo 4, € um virus duplo de DNA com um potencial oncogénico conhecido e sua
presenca em células de Reed-Sternberg/Hodgkin do Linfoma de Hodgkin classico &
bem documentada (KAPATAI; MURRAY, 2007).

Considera-se, atualmente, que o EBV, detectado nas células malignas de
alguns pacientes portadores de LH, pode influenciar no prognostico da doenca,
devido a caracteristicas como idade ao diagnoéstico, subtipo histolégico celularidade
mista e sexo masculino serem correlacionados com pior sobrevida nesses pacientes.
Entretanto, estudos que avaliam a importancia prognéstica do EBV, demonstram
resultados conflitantes. Pesquisas iniciais ndo encontraram nenhum impacto ou
associacao benéfica, enquanto estudos atuais mostram que a presenca do EBV em
células tumorais de pacientes com LH est4d associada a uma taxa de melhor
sobrevida em pacientes jovens e pior taxa de sobrevida em pacientes de maior

idade, com ou sem outros fatores de risco (KEEGAN et al., 2005).



24

Os estudos no Brasil acerca do valor prognéstico do EBV no Linfoma de
Hodgkin sdo escassos. Conhecer a prevaléncia do EBV e as caracteristicas clinicas,
biologicas e prognésticas dessa associacdo no ambito de uma amostragem
brasileira, € essencial para compreender a relacdo deste virus na biologia do
Linfoma de Hodgkin classico.

A correlacdo do prognéstico clinico com o status do EBV, em células
tumorais de pacientes portadores de Linfoma de Hodgkin classico, em nosso estudo,
fornece uma dimensdo da probabilidade que o LH EBV-positivo possui de se
manifestar como uma doenca bioldgica distinta do LH EBV-negativo.

Estudar o efeito progndstico do EBV no Linfoma de Hodgkin classico
contribui na compreensdo do comportamento desta doenca e pode proporcionar

uma relevancia terapéutica no futuro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar a expressdo do virus Epstein-Barr nas células tumorais de

pacientes portadores de Linfoma de Hodgkin classico.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

» Correlacionar o status do virus Epstein-Barr com fatores desfavoraveis

e avaliar seu impacto na sobrevida;

e Permitir o conhecimento da prevaléncia do virus Epstein-Barr no

Linfoma de Hodgkin classico na populag¢édo de nossa regido;

» |dentificar provaveis fatores prognosticos em nosso estudo que se
relacionem com desfecho desfavoravel ou maior possibilidade de

sobrevida no Linfoma de Hodgkin classico.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ASPECTOS HISTORICOS DO LINFOMA DE HODGKIN

O Linfoma de Hodgkin (LH) foi referido, primeiramente, por Marcell
Malpighi, em 1666, que publicou observacbes de nodulos esplénicos em uma
autopsia de uma jovem de 18 anos (MALPIGHI, 1666). Séculos mais tarde, em
1832, Thomas Hodgkin — cujo nome é associado a doenca — descreveu sete
pacientes com linfonodomegalias e esplenomegalia, também avaliados através de
autopsias (HODGKIN, 1832).

A descricao de Hodgkin permaneceu esquecida durante anos, mas Wilks,
em 1865, tendo intitulado seu artigo como “Doenca de Hodgkin”, a tornou
reconhecida dessa forma. Dois dos sete casos originais de Hodgkin foram
posteriormente provados como verdadeiros exemplos de LH por Fox, em 1926, e
novamente por Poston, em 1999, desta vez demonstrando a expressdo do CD15
nas células neoplasicas. O primeiro relato histopatolégico do LH foi publicado por
Theodor Langhans, em 1872, e a descricdo detalhada das células multinucleadas
caracteristicas desta doenca 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 neoplésica ocorreu em
1967, por meio de uma publicagcdo 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 proliferacédo clonal das células
B — na maioria dos casos — na Doenca de Hodgkin (DH), patologistas sugeriram a
substituicdo do nome “Doenca de Hodgkin” para “Linfoma de Hodgkin”. O comité de
classificacdo de doencas neoplasicas hematopoéticas e linfoides, promovido pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 1997, decidiu pela aplicacdo de ambos
os nomes (HARRIS et al.,1999).
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3.2 DEFINICAO E BIOLOGIA DO LINFOMA DE HODGKIN

O Linfoma de Hodgkin é uma neoplasia do tecido linfoide originada de
linfécitos B e raramente de linfécitos T — aproximadamente 98% e 2% dos casos,
respectivamente. Seu diagnostico fundamenta-se na identificacdo de células
caracteristicas, inseridas em um contexto inflamatério (MOZAHEB, 2013; PILERI et
al., 2002).

As células neoplasicas do LH classico (células de Reed-Stenberg/Hodgkin
ou células de RSH) sdo frequentemente procedentes do centro germinativo de
células B e raramente originadas de células T; as células do LH do tipo
predominéancia linfocitica nodular (células LP) sdo sempre derivadas do centro
germinativo de células B (BANERJEE, 2012).

O LH é o unico cancer em que, no microambiente tumoral, a quantidade
de células reativas supera a quantidade de células malignas, estas ultimas
representando apenas 1% do tumor. As células de RSH e as células LP manipulam
o microambiente, desenvolvendo as caracteristicas de malignidade e escapando do
ataque imune do hospedeiro. Expressam citocinas e quimiocinas, que possibilitam
uma resposta imune anormal. A esse mecanismo, soma-se a secre¢do de
substancias e fatores, pelas células reativas, que permitem a manutencdo do
processo inflamatério (STEIDL; CONNORS; GASCOYNE, 2011).

O microambiente tumoral do LH classico € constituido por linfocitos,
macrofagos, eosindfilos, mastocitos, células plasmaticas, células estromais,
fibroblastos e outras células (PILERI et al., 2002). As citocinas envolvidas nesse
contexto inflamatério estruturam o fundo histolégico tipico do LH (IL-5, TARC, MDC,
IP-10, RANTES, Mig), funcionam como fatores de crescimento (IL-6, IL-7, IL-9, IL-13,
IL-17) e como agentes imunossupressores [IL-10, fator de crescimento
transformador- beta (TGF-B)]. As células de RSH secretam quimiocinas (citocinas
com propriedades quimioatrativas) que promovem uma atracdo de linfécitos Tu2 (T
Helper 2), proporcionando um ambiente favoravel de sobrevivéncia (MAGGIO et al.,
2002).

Enquanto a maioria dos linfomas de células B permanece com as
caracteristicas principais de suas células de origem, as células de RSH demonstram

um imunofendtipo incomum, por expressarem genes de diferentes células
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hematopoéticas (Figura 1). Raramente expressam o receptor de célula B (RCB), o
CD19 e 0 CD20 (KUPPERS, 2009).

Figura 1 —

Representacdo esquematica da relacdo entre as células malignas de

Reed-Sternberg/ Hodgkin e o microambiente tumoral no Linfoma de

Hodgkin classico
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Fonte: Adaptado de STEIDL; CONNORS; GASCOYNE, 2011 (traducdo nossa)

Notas: No centro observa-se uma célula binucleada de RSH expressando moléculas de superficie
caracteristicas, tdo bem quanto, a secrecao de citoquinas e quimiocinas. Em volta da célula
de RSH encontram-se células ndo neoplasicas atraidas e ativadas por essas moléculas. As
células do microambiente também expressam uma variedade de quimiocinas e citocinas que
proporcionam um infiltrado reacional e fornecem sinalizagdo para as células de RSH. Apenas
as funcdes principais de inibicdo e ativacdo (setas) de ligantes da membrana (triangulos
roxos) e as moléculas secretadas por receptores de superficie (rosa) séo ilustradas; existem
outras interacgdes.

Legenda:
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IFN-y
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Galectina-1

Morte celular programada
Interferon gama

Natural killer

regulada pela



29

Uma falha da programacdo da célula B ocorre através de varios
mecanismos relacionados com a metilacdo do DNA, com a inibicdo do fator de
transcricdo E2A por proteinas ABF-1 e 1d2, com a perda da expressdo PU.1
associada com a transcricdo defeituosa do gene da imunoglobulina, com a
regulacéo baixa do BOB.1/OBF.1 e do OCT-2 e regulagéo alta do NOTCH1, que
representa um mediador negativo da programacdo da célula B. Paralelamente,
ocorre uma regulacdo alta das proteinas das linhagens de células ndo B
(BANERJEE, 2012).

Compreender esses mecanismos da reprogramacdo fenotipica das
células de Reed-Stenberg/Hodgkin e sua atribuicdo na patogénese do LH classico
mostra-se tao relevante (KUPPERS, 2009).

As células LP séo procedentes de células B ativadas por antigenos do
centro germinativo, expressando rearranjo clonal do gene de imunoglobulina,
proteina BCL6 e GCET1 — uma serpina associada ao centro germinativo da célula B.
Apesar das células LP preservarem caracteristicas das células B, também
apresentam perda seletiva fenotipica das células B, tais como a baixa regulacéo de
CD19, CD37, PAG e LCK (BANERJEE, 2012).

Mutacbes e alteracBes estruturais genéticas envolvidas nas vias de
ativacado do fator nuclear Kappa B (NF-kappa B) e da via de sinalizagdo JAK-STAT
(Janus Kinase — Signal Transducer and Activator of transcription), como ganhos
cromossOmicos, superexpressao de genes e inativacdes de genes supressores de
tumor, tém sido descritas e cada vez mais estudadas na patogénese do Linfoma de
Hodgkin (JOOS et al., 2002).

3.3 EPIDEMIOLOGIA E ETIOPATOGENIA

O Linfoma de Hodgkin é uma neoplasia rara — representou 0,5% de todos
0S casos novos (9.050) de cancer em 2015. Apresentou incidéncia de 2,7 por 100
mil pessoas e o numero de 6bitos indicou 0.4 por 100 mil pessoas em 2015, entre
homens e mulheres, conforme Figura 2. A sobrevida global em 5 anos é de 85,9%.

Para doenca localizada, a sobrevida € de 91%. Dados do Instituto Nacional do
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Cancer dos Estados Unidos da América (EUA) indicam que a média de idade de
diagndstico € 38 anos e de 06bito € 65 anos (HOWLADER et al., 2014).

Figura 2 — Casos novos e 0bitos de Linfoma de Hodgkin por 100.000 pessoas nos
Estados Unidos da América, periodo de 1975 a 2012
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Fonte: Adaptado de HOWLADER et al., 2014 (traducdo nossa)

Em paises industrializados, verifica-se uma distribuicdo etaria bimodal,
evidenciando um primeiro pico na terceira década e um segundo pico apds os 50
anos. Acomete mais frequentemente homens do que mulheres entre todos os
subtipos, exceto para o subtipo esclerose nodular, que apresenta incidéncia similar
em relacdo ao sexo (THOMAS et al., 2002).

A estimativa brasileira de casos novos para o0 ano de 2016 foi de 1.460
casos em homens e 1.010 em mulheres (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER
JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, ¢1996-2016). A taxa de cura nas Ultimas
quatro décadas aumentou significativamente com os avancos em radioterapia e
quimioterapia. Atualmente, mais de 80% de todos os pacientes diagnosticados com
LH, com menos de 60 anos, sédo possiveis de cura (ANSELL, 2014).

Estudos epidemiol6gicos sugerem a relacdo com um provavel agente
infeccioso como causa potencial do Linfoma de Hodgkin (MUELLER, 1992). Fatores
de risco familiares, exposi¢cbes virais e imunossupressdo estdo correlacionados.
Além disso, irmaos do mesmo sexo de pacientes portadores de Linfoma de Hodgkin

possuem dez vezes maior risco de desenvolver a doenga (ANSELL, 2014).
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Porém, mesmo que fatores familiares possam sugerir uma causa genética
para o LH, uma resposta imunolégica anormal a infeccdo também pode estar
envolvida em sua patogénese (WEISS et al., 1987).

Outro dado importante consiste no fato de que, pacientes com historia de
mononucleose relacionada ao EBV quando adultos jovens apresentam trés a quatro
vezes maior risco de desenvolver LH (risco relativo, 4,0; intervalo de confianga 95%,
3.4 a 4.5). A média estimada do tempo de incubacdo da mononucleose ao
desenvolvimento do Linfoma de Hodgkin EBV-positivo foi de 4,1 anos (HJALGRIM et
al., 2003).

O genoma do EBYV foi identificado nas células tumorais do LH (células de
Reed-Sternberg), em varios estudos, constatando uma nova compreensao da
biologia da doenca. Importante notar que, embora o EBV se apresente em
aproximadamente 40% de todos os casos de LH — sendo seu papel etiopatogénico
reconhecido — detalhes dessa relagcdo permanecem obscuros (ALEXANDER et al.,
2000; MOZAHEB, 2013).

Outra associacéo viral identificada e bem estudada é a infec¢ao pelo HIV
(Virus da Imunodeficiéncia Humana) e o risco aumentado de pacientes por ele
infectados desenvolverem o LH. Nesses casos, verifica-se de forma frequente, no
diagnostico da doenca, a manifestagcdo de sintomas B (febre, emagrecimento e
sudorese noturna) associados a estadios avancados (ANDRIEU et al., 1993;
ANSELL, 2014; TIRELLI et al., 1995).

Existe uma associacdo de prematuridade, escolaridade materna alta e
namero reduzido de irmaos com a ocorréncia de LH em pacientes mais jovens nos
paises desenvolvidos (THOMAS et al., 2002).

Ademais, estuda-se a relacdo do LH com doencas autoimunes. Observa-
se, por exemplo, uma maior prevaléncia da Artrite Reumatoide (AR) associada ao
Linfoma de Hodgkin. Importante destacar que, aparentemente, essa associacgao foi
restrita a pacientes portadores de AR que apresentavam tumores EBV-positivos,
determinando uma possivel inducdo de replicacdo viral pela inflamacao crénica
presente na AR (HOLLANDER et al., 2015).
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3.4 DIAGNOSTICO

3.4.1 Aspectos clinicos

O LH pode surgir em qualquer idade, no entanto, como ja citado
anteriormente, € mais raro em criancas e possui um pico de incidéncia em adultos
jovens. Predomina no sexo masculino em uma relagdo de 2:1. A maioria dos
pacientes apresenta-se ao diagndstico com aumento assimétrico de linfonodos
periféricos, indolores, firmes e de consisténcia elastica, principalmente de topografia
supradiafragmatica. A linfadenopatia cervical esta envolvida em 60 a 70% dos casos;
axilar em cerca de 10 a 15% e inguinal em 6 a 12%. O acometimento retroperitoneal
€ menos frequente e diagnosticado por tomografia computadorizada (TC), na maioria
dos casos. Embora o acometimento de linfonodos regionais seja mais comum, o LH
pode progredir por contiguidade através do sistema linfatico e também pode atingir
locais extranodais, como bacgo (esplenomegalia em 50% dos casos), figado,
pulmdes, medula 6ssea, 0ssos, trato gastrointestinal e cérebro. Ocorre envolvimento
mediastinal inicial em 10% dos casos, mais caracteristico no tipo Esclerose Nodular
e, particularmente, em mulheres jovens. Derrame pleural e obstrucédo de veia cava
superior podem estar presentes. LH cutaneo manifesta-se como complicagéo tardia
em 10% dos casos. Sintomas constitucionais, como febre (continua ou ciclica, em
30% dos casos), sudorese profusa noturna e emagrecimento, sdo observados em
aproximadamente 1/3 dos pacientes. Também pode ocorrer prurido intenso em 25%
dos casos. Ha relatos, por alguns pacientes, de dor em regifes de doenca, induzida
por ingesta alcodlica (ANSELL, 2014; HOFFBRAND; MOSS, 2013).

3.4.2 Aspectos hematoldgicos e bioquimicos

Anemia normocitica e normocréomica € um achado comum. A insuficiéncia
medular com anemia leucoeritroblastica por infiltracdo medular € uma manifestacao
incomum na doenga incipiente. A neutrofilia apresenta-se em 1/3 dos casos e a

eosinofilia & frequente. A linfopenia relaciona-se com a doenca avancada. A
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contagem plaquetaria € normal ou alta em fases iniciais e baixa em fases tardias. Os
valores de proteina C reativa (PCR) e velocidade de hemossedimentacdo (VHS)
normalmente apresentam-se aumentados. Em 30 a 40% dos casos, observa-se
aumento da desidrogenase latica (LDH) ao diagnéstico (HOFFBRAND; MOSS,
2013).

3.4.3 Aspectos morfologicos e imuno-histoquimicos

Para o adequado diagnostico do Linfoma de Hodgkin é necessaria a
bidpsia excisional de um linfonodo ou, raramente, de um sitio extranodal envolvido.
E importante salientar que pode ocorrer envolvimento de linfonodos inflamatérios
associados a linfonodos patolégicos, por isso, a escolha do linfonodo a ser biopsiado
deve ser bem avaliada. Linfonodos inguinais, por exemplo, manifestam mais
alteracdes inflamatérias e, dessa forma, deve ser evitado como escolha para o
diagnéstico histopatolégico. O método de citometria de fluxo de material por
aspiracdo ndo € adequada para o LH devido a amostra tumoral possuir reduzidas
células malignas de RS e predominante fundo inflamatério, que pode resultar em um
diagnostico falso “reativo” associado a um resultado de aspiracdo por agulha fina
falso negativa. As técnicas de imuno-histoquimica e citogenética sdo as mais
adequadas para o diagnéstico e classificacdo. As células de RS néo séo especificas
para o LH e podem estar presentes na mononucleose infecciosa, em carcinomas e
sarcomas. Histologicamente, o LH classico diferencia-se dos outros linfomas, pela
presenca das ceélulas bi ou multinucleadas com citoplasma abundante (células de
Reed-Sternberg), envolvidas por uma resposta inflamatéria reacional que
compreende linfécitos, histidcitos, granuldcitos, eosindfilos e células plasmaticas. Em
adicao ao critério anatomopatologico, a avaliagdo imuno-histoquimica das células de
RS e suas variantes apresenta-se necessaria, a fim de uma adequada classificacao
do LH (GREER et al., 2014).

O perfil imuno-histoquimico apresenta-se sintetizado no Quadro 1.
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Quadro 1 — Perfil imuno-histoquimico do Linfoma de Hodgkin

Marcador LH classico Marcador LH classico
CD30 + BOB.1 -
CD15 +/- OCT-2 -**
CD45 -/+ PU.1 -
CD20 -I+ BCL-2 -+
CD79a -[+ HLA-DR +
CD21 - MAL protein -/+
CD10 - BCL-6 -
CD68 - MUM1/IRF4 +
CD3 - Marcadores de célula T -[+
CD2 - Ig -
CD43 - ALK -
PAX5/BSAP +* LMP-1 +/-

Fonte: Adaptado de GOBBI et al., 2013; SWERDLOW et al., 2008 (traducdo nossa)

Notas: + Todos 0s casos sao positivos +/- Maioria dos casos sao positivos
-/+ Minoria dos casos sao positivos - Todos os casos sdo hegativos
*  Mais de 10% pode ser negativo **  Expresséao forte em 10% dos casos

3.5 CLASSIFICACAO

3.5.1 Aspectos historicos da classificacao histoldg ica

Desde a sua primeira descricdo, a nomenclatura do LH € confusa, devido
a diversidade de aspectos histolégicos. Nas primeiras décadas do século XX, varios
estudos para subdividir histologicamente o LH, foram realizados. Em 1936,
Rosenthal foi o primeiro a sugerir que a proliferacao linfocitica associava-se a um
melhor prognostico, enquanto que a deplecdo linfocitica sugeriria um pior
progndéstico (FONSECA JUNIOR, 2008).

Jackson Jr. e Parker, em 1944, criaram a primeira classificacdo de
impacto para o LH. Subdividiram a doenca em trés grupos: paragranuloma —
também denominado de “Doenca de Hodgkin inicial” —, granuloma e sarcoma. O
grupo paragranuloma caracterizava-se por pequena guantidade de células tumorais

associada a uma intensa infiltracdo por linfécitos reacionais; o grupo sarcoma
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apresentava maior numero de células tumorais associada a um pequeno numero de
linfécitos reacionais e aspecto fibrético do reticulo; e o grupo granuloma englobava o
restante dos casos (JACKSON JR; PARKER, 1944).

A dificuldade na classificacdo de Jackson e Parker era a maior
concentracdo de diagndésticos entre os granulomas, grupo que compreendia 80%
dos casos e manifestava evolucdes clinicas e prognésticos diversos. Diante disso,
Smetana e Cohen, em 1956, destacaram que 0s casos do grupo granuloma, com
esclerose linfonodal acentuada, expressavam um melhor progndstico, propondo uma
possivel subdivisdo desse grupo (SMETANA; COHEN, 1956).

A seguir, Lukes propde uma nova classificagcdo histolégica, fundamentada
no predominio dos achados histologicos, visando uma melhor relacdo entre quadro
histolégico e prognostico (LUKES, 1964). Em 1966, Lukes e Butler subdividiram a
doenca em seis grupos: linfocitico e/ou histiocitico nodular; linfocitico e/ou histiocitico
difuso; esclerose nodular; celularidade mista; fibrose difusa e reticular, agrupando
critérios histopatoldégicos de diagndstico e classificacdo segundo aspectos
previamente definidos (LUKES; BUTLER, 1966).

Estudos posteriores asseveraram os mesmos dados de prevaléncia entre
esses grupos histolégicos mencionados (CROSS, 1969).

Na cidade de Rye, em Nova lorque, ainda no ano de 1966, realizou-se
uma conferéncia sobre a DH, patrocinada pela Sociedade Americana de Céancer e
pelo Instituto Nacional do Cancer, em que foi recomendada uma nova classificacao
baseada nos trabalhos de Lukes e seus -colaboradores, denominada de
Classificacdo de Rye. Foi proposta uma divisdo simplificada em quatro grupos, de
acordo com a expressao histologica: predominio linfocitario — que agrupou o0s
subtipos nodular e difuso —, esclerose nodular, celularidade mista, deplecéo
linfocitaria — que agrupou os subtipos reticular e fibrose difusa (KELLER et al., 1968).

A classificacdo de Rye ainda apresentava falhas quanto a interpretacao
morfologica e, por isso, estudos posteriores procuravam relacionar a histologia com
outros caracteres como prognadstico, idade, sexo, etnia, envolvimento mediastinal e
metastases O6sseas (COHEN, C.; HAMILTON, 1980; FRANSSILA; KALIMA;
VOUTILAINEN, 1967).

O aprimoramento terapéutico da DH na década de 1980 proporcionou
uma evolucdo de seu prognostico e, em decorréncia da utilizacdo dos métodos

imuno-histoquimicos, foi possivel demonstrar que o fenétipo das células neoplasicas
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da DH néo era uniforme. A maioria dos casos apresentava expressado dos antigenos
CD30 e CD15, mas alguns apresentavam expressao do CD20, um antigeno de
linfocito B, na auséncia de CD30 e CD15 (FONSECA JUNIOR, 2008).

ApoOs tais observacbes, em 1993, na Alemanha, um grupo de 19
hematopatologistas experientes em linfoma (International Lymphoma Study Group),
publicou uma proposta denominada REAL — acronimo de Revised European-
American Classification of Lymphoid Neoplasms —, que incluia uma classificagdo
para a DH e a modificacdo do nome para Linfoma de Hodgkin, ja que a origem
linfocitaria das células de Reed-Sternberg e Hodgkin foi reconhecida. O LH foi
dividido em duas entidades distintas: LH classico (CD30 e CD15 positivos e CD20
negativos) e LH predominio linfocitario nodular (CD20 positivo e rara expressao para
CD30). O LH classico foi subdivido em: Esclerose Nodular (EN), Celularidade Mista
(CM) e Deplecao Linfocitaria (DL). O LH Rico em Linfocitos difuso (RL) ficou
designado como uma entidade provisoria (HARRIS et al., 1999).

A OMS, em 2000, revisou e homologou a classificagdo REAL. O subtipo
histoldgico, rico em linfocitos, deixou de ser uma classificacdo provisoria (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2000).

Em 2008, essa classificagdo foi revisada e publicada pela OMS e
prossegue seu uso nos dias atuais (CAMPO et al., 2011).

O Quadro 2 exibe as diversas classificacdes cronolégicas do Linfoma de
Hodgkin.



Quadro 2 — Classificacdes do Linfoma de Hodgkin

Fonte: A autora

Classificagcédo de Jackson Jr e Parker

Paragranuloma
Granuloma
Sarcoma

Classificacédo de Lukes e Butler

Linfocitico e/ou histiocitico, nodular
Linfocitico e/ ou histiocitico, difuso
Esclerose nodular

Celularidade mista

Fibrose difusa

Reticular

Classificagéo de Rye

Predominancia linfocitica (nodular e difuso)
Deplecéo linfocitaria (reticular e fibrose difusa)
Celularidade mista

Esclerose nodular

Classificagcdo REAL ( Revised European-American
Lymphoma )

Linfoma de Hodgkin Predominancia linfocitica nodular
Linfoma de Hodgkin Classico
Esclerose nodular
Celularidade mista
Deplecéo linfocitaria
Rico em linfécitos difuso como entidade proviséria

Classificagdo pela OMS (Organiza¢do Mundial de Saud e)
de 2000, 2008, 2016

Linfoma de Hodgkin Predominancia linfocitica nodular
Linfoma de Hodgkin classico

Esclerose nodular

Celularidade mista

Deplecéo linfocitaria

Rico em linfécitos

37
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Em 2016, uma revisédo dessa classificacdo da OMS de 2008 apresenta-se
em processo de publicagdo. Os subtipos histologicos para o LH n&o sofreram
modificacdes. Atualizacbes sobre padrbes de crescimento variantes e
transformacdes histolégicas para o LHPLN foram reportadas. Para o LH classico
Rico em Linfécitos, foram reconhecidas caracteristicas intermediarias entre o LHPLN
e outros tipos de LH classico (SWERDLOW et al., 2016).

3.5.2 Linfoma de Hodgkin Classico

Correspondendo a 95% de todos os casos de LH, caracteriza-se por
células de Reed-Sternberg bi ou multinucleadas e células de Hodgkin (variantes
mononucleares) envolvidas por um ambiente inflamatdrio. As células neoplésicas
sao derivadas de células B maduras do centro germinativo em mais de 98% dos
casos de LH classico. Em casos raros, sao derivadas de células T periféricas (pos-
timicas). As células de RS séo positivas para o CD30 em quase todos os casos e 75
a 85% sao positivos para o CD15. Usualmente s&o negativos para o CD45 e
constantemente negativos para a cadeia J, CD75 e marcadores especificos de
macrofagos. O CD20 pode ser detectado em 30 a 40% dos casos, mas normalmente
é verificado em numero reduzido de células neoplasicas. Expressa em 95% dos
casos, uma proteina ativadora especifica de célula B, a PAX 5. O fator transcritor
especifico de células plasmaticas IRF4/MUM1 é fortemente positivo nas células de
RS, enquanto o CD138, que corresponde a molécula de adesdo associada as
células plasmaticas, é consistentemente ausente. O fator transcritor OCT-2 e 0 seu
coativador BOB.1 estdo ausentes em 90% dos casos. As células de RS apresentam
rearranjo clonal no gene de imunoglobulina em 98% dos casos e rearranjo clonal no
gene de receptor de célula T em raros casos. O EBV associa-se com a patogénese
do LH classico, sendo mais frequentemente verificado no subtipo celularidade mista
— em aproximadamente 75% dos casos — e menos encontrado no subtipo esclerose
nodular — 10 a 40% dos casos (HUMMEL et al., 1992; SCHWARTING et al., 1989;
SWERDLOW et al., 2008; ZUKERBERG et al., 1991).
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3.5.2.1 Subtipos histolégicos do Linfoma de Hodgkin Classico

3.5.2.1.1 Esclerose nodular

Esse subtipo histologico € definido por bandas de colageno que
circundam pelo menos um nodulo e células de RS e de Hodgkin apresentando
morfologia lacunar. Representa 70% dos casos de LH classico, sendo mais comum
em regides com status socioecondémico maior. A incidéncia € similar em relacédo ao
sexo e o pico de idade entre 15 a 34 anos. Envolvimento mediastinal ocorre em 80%
dos casos, 0sseo em 5%, pulmonar e/ou esplénico em 8 a 10%, hepatico em 2% e
de medula 6ssea em 3%. A maioria dos pacientes apresenta-se em estagio Il de Ann
Arbor. E o subtipo de melhor prognostico. Massa mediastinal é um fator de
prognoéstico adverso (MORTON et al., 2006; SHIMABUKURO-VORNHAGEN et al.,
2005; SWERDLOW et al., 2008).

3.5.2.1.2 Celularidade mista

E um subtipo de LH classico caracterizado histologicamente por células
de RS dispersas em um fundo inflamatorio difuso e levemente nodular, sem fibrose
esclerosante nodular associada. Tumores ndo caracterizados em outros subtipos
sao classificados como celularidade mista. Compreende 20 a 25% dos casos de LH
classico. A média de idade ao diagnéstico é de 38 anos e 70% sao do sexo
masculino. E o tipo mais frequente encontrado em pacientes infectados pelo HIV e
em paises em desenvolvimento. Acometimento mediastinal € incomum e linfonodos
periféricos sdo mais envolvidos. O baco é implicado em 30% dos casos, medula
O0ssea em 10% e figado em 3%. A presenca de sintomas B é frequente
(SHIMABUKURO-VORNHAGEN et al., 2005; SWERDLOW et al., 2008).
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3.5.2.1.3 Rico em linfécitos

Caracteriza-se histologicamente por células de Hodgkin e de RS
dispersas em um fundo nodular ou menos frequente, celular difuso, de pequenos
linfécitos e com auséncia de eosindfilos e neutrdfilos. Este subtipo pode ser
confundido com o LH predominéncia linfocitica nodular. Compreende 5% dos casos
de LH classico. Predomina no sexo masculino e a idade ao diagndstico € maior em
relacdo aos outros subtipos. Acomete linfonodos periféricos e envolvimento
mediastinal € incomum. A presenca de sintomas B é rara e a maioria dos pacientes
apresenta-se em estdgio | ou Il de doenca. A sobrevida livre de progressédo €
ligeiramente melhor em relacdo aos outros subtipos (DIEHL et al., 1999;
SHIMABUKURO-VORNHAGEN et al., 2005; SWERDLOW et al., 2008).

3.5.2.1.4 Deplecéo linfocitaria

E um subtipo de LH caracterizado morfologicamente por predominancia
de células de RS e Hodgkin, associada a deplegéo de linfécitos ndo neoplasicos. E o
mais raro subtipo de LH classico, correspondendo a menos de 1% dos casos. A
meédia de idade ao diagndstico € de 30 a 37 anos e 60 a 75% dos casos sao do sexo
masculino. Associa-se, frequentemente, com infeccdo pelo HIV. Acomete,
preferencialmente, linfonodos retroperitoneais, 6rgdos abdominais e medula 6ssea.
Apresenta-se clinicamente ao diagndstico em estagios avancados de doenca e mais
comumente com sintomas B em relagcdo aos outros subtipos (SWERDLOW et al.,
2008; VASSALLO et al., 2005).

3.5.3 Linfoma de Hodgkin predominancia linfocitica nodular

O Linfoma de Hodgkin predominancia linfocitica nodular (LHPLN) € uma
neoplasia monoclonal de células B caracterizada histologicamente por uma

proliferacdo nodular ou nodular e difusa de células neoplasicas largas, com nucleos
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hiperlobulados, conhecidas como células de predominancia linfocitica (LP) ou
popcorn, linfécitos e histidcitos. As células LP sdo designadas como variantes das
células de RS. O LHPLN representa, aproximadamente, 5% de todos os linfomas de
Hodgkin. Os pacientes sdo predominantemente do sexo masculino e a idade ao
diagnostico é de 30 a 50 anos. Envolve normalmente linfonodos cervicais, axilares e
inguinais. O acometimento de medula 6ssea, baco e mediastino é raro. A maioria
dos pacientes apresenta linfadenopatia periférica localizada. As células LP sé&o
positivas para CD20, CD79a, CD75, BCL6 e CD45 em praticamente todos 0s casos.
A cadeia J estd presente na maioria dos casos. As células LP apresentam
positividade para IgD em 9 a 27% dos casos e perdem a expressdo do CD30 e
CD15 em quase todos os casos. As células LP possuem rearranjo clonal no gene de
imunoglobulina e ndo apresentam infeccdo latente pelo virus do EBV. A
manifestacdo clinica do LHPLN é lenta e demonstra recaidas frequentes. O
prognéstico do estagio | e Il é muito bom, com sobrevida global em 10 anos acima
de 80% dos casos. Verifica-se uma relacao clonal entre LHPLN e Linfoma difuso de
grandes células e, em alguns casos, a morfologia do LHPLN é semelhante a
morfologia do Linfoma difuso de grandes células, rico em células T/Histiocitos
(ANAGNOSTOPOULOS et al., 2000; SWERDLOW et al., 2008).

3.6 ESTADIAMENTO E AVALIACAO DE RESPOSTA

O sistema padréo de estadiamento usado para o LH foi proposto pela
conferéncia de Ann Arbor, no ano de 1971, e modificada no encontro de Cotswolds,
em 1988 (Quadro 3). Essa classificacdo de estadiamento foi formulada para
proporcionar uma decisao terapéutica baseada em uma apresentacdo inicial da
doenca. O numero de sitios de envolvimento e a presenca de doenca acima ou
abaixo do diafragma s&o avaliados pelo sistema de estadiamento em quatro
estadios distintos (CARBONE et al., 1971; LISTER et al., 1989).
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Quadro 3 — Sistema de estadiamento de Ann Arbor

Estadio | Comprometimento de uma Unica regiao linfonodal ou comprometi-
mento de uma Unica estrutura linfoide como baco, timo e anel de
Waldeyer (1) ou sitio extralinfatico (IE).

Estadio Il Comprometimento de duas ou mais regifes linfonodais ou estruturas
linfoides do mesmo lado do diafragma (lI) ou com comprometimento
limitado de 6rgéo ou tecido extralinfatico contiguo (lIE). O nimero de
regibes anatdbmicas envolvidas deve ser indicado subscrito (por
exemplo, lI3). Linfonodos mediastinais sdo considerados como Unica
regido linfonodal.

Estadio llI Comprometimento de regides linfonodais ou estruturas linfoides em
ambos os lados do diafragma (lll), podendo incluir o baco (llls) e/ou
comprometimento limitado de d6rgdo ou sitio extralinfatico contiguo
(IE, llIEs). Estadio Il — envolvimento nodal esplénico, hilar, celiaco
ou portal. Estadio Ill. — envolvimento nodal para-aértico, iliaco e/ou
mesenteérico.

Estadio IV Envolvimentos miltiplos ou disseminados de um ou mais 6rgéos ou
tecidos extralinfaticos, com ou sem comprometimento linfatico. Envol-
vimento localizado de figado ou medula 6ssea é também conside-
rado estadio IV.

Doenca extrano dal Sitios extranodais dos estadios I-lll: envolvimento extralinfatico Gnico
por extensao direta limitada de um linfonodo ou sitio nodal adjacente.
Envolvimento extranodal deve ser identificado por um simbolo (M:
medula 6ssea, L: pulméo, D: pele, H: figado, P: pleura, O: 0ss0).

Sintomas sisté micos Febre > 38° sem outra causa por 3 dias consecutivos, sudorese no-
turna e perda inexplicada de peso >10% do peso corporal. Presenca
desses sintomas: B, auséncia: A.

Doenca Bulky Massas palpaveis ou abdominais sdo definidas como Bulky quando
maior dimensao = 10 cm. Massa mediastinal é definida como Bulky
se na radiografia de térax em PA (posteroanterior), a largura maxima
€ > 1/3 do diametro transverso interno do térax no nivel da vértebra
T5-T6.

Fonte: Adaptado de GOBBI et al., 2013 (traduc&o nossa)

O estadiamento modificado de Cotswold (Quadro 4) incorporou a TC na
avaliacdo, por introduzir o X para doenca Bulky e a CRu (Complete remission
unconfirmed) para a massa residual pés tratamento sugestiva de fibrose (LISTER et
al., 1989).
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Quadro 4 — Estadiamento de Ann Arbor Cotswolds-modificada

Estadio Envolvimento/ caracteristicas

I Regido linfonodal Unica (1) ou um sitio extralinfatico (IE).
Il Duas ou mais regides linfonodais no mesmo lado do diafragma (II) ou extensao local

extralinfatica mais uma ou mais regifes linfonodais do mesmo lado do diafragma (IIE).

i Regi6es linfonodais em ambos os lados do diafragma (lll), que pode ser acom-
panhado por extensao local extralinfatica (IlIE).

\Y Envolvimento difuso de um ou mais 6rgaos extralinfaticos.
Sufixo
A Auséncia de sintomas B.
B Presenca de pelo menos um dos seguintes: perda inexplicada de peso > 10% basal

durante 6 meses antes do estadiamento; febre inexplicada recorrente > 38°C; suores
noturnos recorrentes.

X Tumor Bulky é definido como massa Unica = 10 cm no maior diametro ou massa
mediastinal acima de 1/3 do didmetro mé&ximo transverso transtoracico medido em
radiografia de térax em posicdo posteroanterior.

Fonte: Adaptado de T. C. KWEE; R. M. KWEE; NIEVELSTEIN, 2008 (tradu¢&do nossa)

A identificacdo das células de RS em amostras de sangue periférico e
medula 6ssea, através da andlise molecular, por PCR (do inglés, Polymerase Chain
Reaction), foi descrita em estudos prévios. Marcadores celulares das células de RS
do diagndstico permaneceram 0s mesmos nas células de RS da recidiva. Dessa
forma, questionou-se sobre a importancia da analise molecular, como avaliagdo de
Doenca Residual Minima nos pacientes de Linfoma de Hodgkin em remisséao.
Contudo, essa hipotese prossegue em investigacdo e ndo € aplicada na rotina
clinica (GOBBI et al., 2013).

A avaliacdo completa inclui uma historia clinica detalhada, presenca e
duracdo de sintomas sistémicos, exame fisico minucioso, exames hematolégicos e
bioquimicos, exames de imagem como radiografias e tomografias e biopsia de
medula 6ssea. A biopsia de medula 0ssea € considerada necessaria em pacientes
com sintomas B e/ou estadio clinico avancado e/ou em pacientes portadores de
lesbes Osseas, dor Ossea, hipercalcemia e elevacdo de fosfatase alcalina
(VASSILAKOPOULOS et al.,, 2005). Se a biopsia de medula 6ssea pode ser

substituida por PET/TC FDG-F (Tomografia por emissdo de positrons com
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bY

fluordeoxiglicose marcada com fllor acoplada a tomografia computadorizada),
permanece ainda uma questdo de debate. A sensibilidade desse método € maior
que a TC a fim de identificar doenca extranodal e nodal priméria na classificacdo de
estadiamento (MOULIN-ROMSEE et al., 2010).

O primeiro critério de resposta universalmente aceito para LH foi
publicado, em 1999, pelo National Cancer Institute Working Group, sendo, revisado,
em 2007, pelo International Working Group (IWG), que incorporou o Positron
Emission Tomography (PET) e a analise da medula éssea por citometria de fluxo e
imuno-histoquimica, na avaliacdo de resposta, eliminando a remissdo completa ndo
confirmada (RCu). Os critérios de resposta de Cheson e outros (2007), apresentam-
se explanados no Quadro 5 (CHESON et al., 1999; CHESON et al., 2007).

Quadro 5 — Definicdo de resposta do linfoma pelos critérios de Cheson

Resposta Definicao Doenga nodal/figado/bago/medula éssea
RC Auséncia de a) Em PET inicial (+), pode permanecer massa residual se
evidéncia de do- PET (-);
enca b) Em PET inicial ndo avido ou (-), TC final normal.
Baco/figado n&o palpaveis. Auséncia de nédulos.
MO sem infiltracéo, IHQ (-) sem davida morfoldgica.
RP Regressdo de | Redugdo = 50% das lesGes mensuraveis. Auséncia de novas le-
doenga mensu- | sdes. Persisténcia de positividade em lesdes iniciais avidas ao
ravel e auséncia | PET. Lesdes iniciais ndo avidas ao PET ou PET (-): regressao a
de novas lesbes | TC.
Reducdo = 50% em nddulos hepaticos e esplénicos, sem au-
mento.
MO: irrelevante se positivo antes. Especificar tipo histolégico.
DE Faléncia em | Lesdes iniciais avidas ao PET: manutencao da positividade, sem
atingir RC/RP | novas les@es.
ou doenca es- N . L R
tavel Lesdes ndo &vidas ao PET: sem mudanca no tamanho a TC.
Recidiva/DP | Qualquer nova | Surgimento de lesdo nova > 1,5 cm ou aumento = 50 % em LN
lesdo ou au- | prévio ou aumento = 50% em LN prévio > 1 cm.
mento de lesdo L -
prévia = 50% Novas lesBes &vidas ao PET se PET (-) prévio.
Aumento > 50% de lesGes em figado e baco.
Surgimento ou recidiva de infiltracdo medular.

Fonte: Adaptado de CHESON et al., 2007 (traduc&o nossa)

Legenda:

RC —Remissédo Completa

DE -Doenca Estavel

PET —Tomografia por Emisséo
de Pdésitrons

G

—Negativo

MO —Medula Ossea TC -—Tomografia Computa-

LN -Linfonodo dorizada
DP —Doenca em Progressao IHQ —Imuno-histoquimica
(+) —Positivo

RP —Remisséao Parcial
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Apds extensa experiéncia com os critérios de 2007 e o0 progresso
cientifico, particularmente, das técnicas de imagem, um novo encontro com
especialistas foi realizado a fim de revisar e atualizar os critérios. As recomendacoes
atuais para avaliacao inicial, estadiamento e critérios de resposta para o Linfoma de
Hodgkin, foram definidas na 112 Conferéncia Internacional de Linfomas em Lugano,
Suica, em Junho de 2011. Na classificacdo de Lugano, a Tomografia
Computadorizada/PET-FDG foi formalmente incorporada no estadiamento padréo
dos Linfomas avidos por FDG. Os sufixos A ou B do estadiamento de Ann-Arbor
continuam sendo utilizados para LH. Também foi determinado que a biépsia de
medula 6ssea (BMO) ndo é mais indicada no estadiamento de rotina do LH, desde
que realizado o PET-TC. Esse devera ser empregado para avaliar resposta
utilizando a escala de 5 pontos (5-PS). O produto dos diametros perpendiculares de
um Unico linfonodo pode ser usado para identificar doenca progressiva. A
designacdo X para doenca Bulky é dispensavel, porém, a documentacdo do maior
diametro do tumor é necessaria (CHESON et al., 2014).

A recomendacéo atual é o uso da escala 5-PS no PET-TC para avaliacéo
de resposta. A escala de 5 pontos para avaliacdo visual do PET-TC é também
designada como Escore de Deauville (DS: Deauville score). Tem por finalidade, a
graduacdo da captagcdo do FDG comparada com a captacdo fisiolégica no
mediastino e no figado (Quadro 6). Os escores 1 ou 2 sdo considerados como
respostas metabolicas completas, tanto no PET interino como no PET do final do
tratamento. O escore 3 configura bom progndstico no final do tratamento com a
terapia padrédo no LH. Os escores 4 ou 5 com evidéncia de reducéo ao PET inicial,
como resultado do PET interino, sugerem doenca sensivel a quimioterapia,
representando resposta metabolica parcial. Entretanto, se no interino, evidenciar
escore 4 ou 5, sem reducdo ao PET inicial ou descricdo de novas lesbes, esse
resultado exprime faléncia de tratamento (Quadro 7). Para o final do tratamento, o

escore 4 ou 5 caracteriza faléncia terapéutica (CHESON et al., 2014).
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Quadro 6 — Escore de Deauville: escala de 5 pontos para tomografia por emisséo
de pdésitrons com fluordeoxiglicose marcada com flior acoplada a
tomografia computadorizada

Captagéo Pontos/Escore
Auséncia de captacéo 1 (DS1)
Captacédo < mediastino 2 (DS2)
Captacao > mediastino mas < figado 3 (DS3)
Captacdo moderadamente maior comparada ao figado 4 (DS4)
Captacao marcadamente* maior comparada ao figado e/ou lesGes novas 5 (DS5)

Fonte: A autora

Nota: * Marcadamente, captagdo 2 a 3 vezes maior que a captacdo maxima do figado

Quadro 7 — Recomendagfes de Lugano para avaliacdo de resposta a tomografia
por emissao de poésitrons

Categoria Resposta metabdlica baseada no PET-TC

RMC Escore 1, 2, 3* em sitios nodais ou extranodais com ou sem massa residual
usando o 5-PS.

RMP Escore 4 ou 5, com reducdo de captacdo comparada com o inicial e massa
residual de qualquer tamanho.
No PET interino: estes achados sugerem que doenca esta respondendo.
No PET do final do tratamento: estes achados indicam doenca residual.
Medula 6ssea: captacdo medular residual > medula normal, mas reduzida com-
parada com a inicial (permitida alteracao difusa devido a quimioterapia). Se
alteracdo focal persistente em medula com resposta nodal, deve ser
considerada a avaliacao por RNM, bidpsia ou rastreio apos intervalo.

RMN** Escore 4 ou 5 sem alteracao significativa na captacdo do PET inicial para o
PET interino ou PET do final do tratamento.

DMP Escore 4 ou 5 com aumento na captacdo em relacao ao PET inicial e /ou novo

foco FDG-avido no PET interino e no PET do final do tratamento, consistente
com linfoma.

Fonte: Adaptado de CHESON et al., 2014 (traduc&o nossa)

Legenda:
PET-TC

RMC -
RMP -
RMN -

Tomografia por emissdo de pési- DMP — Doenca Metabdlica Progressiva
trons-tomografia computadorizada 5-PS — Escala dos 5 pontos (do inglés, 5-
Resposta Metabdlica Completa point scale)

Resposta Metabdlica Parcial RNM — Ressonancia Nuclear Magnética
Resposta Metabdlica Negativa FDG — Fluorodeoxyglicose

Notas: * Escore 3 em muitos pacientes indica um bom prognéstico com tratamento padréo.
Entretanto, estudos envolvendo PET consideram o escore 3 como resposta inadequada
para evitar subtratamento.

** Auséncia de resposta ou doencga estavel.
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Uma captacao fisioldgica pelo FDG pode ocorrer em alguns sitios como,
por exemplo: anel de Waldeyer, intestino e medula 6ssea, apds quimioterapia,
radioterapia ou tratamento com G-CSF (Granulocyte-colony stimulating factor).
Nesses casos, a RMC pode ser considerada se a captacao inicial nos sitios
envolvidos n&o for maior que nos tecidos normais circunjacentes (BARRINGTON et
al., 2014).

Um estudo prospectivo recente, com 1.100 pacientes com LH avancado,
comparou o PET-TC com a TC no estadiamento. Radiologistas experientes
avaliaram as imagens usando a escala dos 5 pontos (Escore de Deauville). Um
grupo de pacientes foi estadiado por avaliacdo clinica, TC e biopsia de medula
O0ssea e outro grupo por PET-TC ao diagnostico (PETO) e apds dois ciclos de
quimioterapia (PET2). O estadiamento dos dois grupos foi concordante em 80% dos
pacientes. PET-TC apresentou maior estadio em 14% e menor estadio em 6% em
relacdo ao grupo da TC. Os resultados confirmaram o PET-TC como um método
moderno de estadiamento do LH e o escore de Deauville como critério forte de
avaliacao na pratica clinica (BARRINGTON et al., 2016).

A resposta a TC permanece indicada para histologias com baixa ou
variavel avidez ao PET ou em regides que esse método néo é acessivel (CHESON
et al., 2014).

A presenca de sintomas residuais, nha auséncia de doenca detectavel por
imagem, nao impede a designacdo de Remissdao Completa. Alguns casos
apresentam confusdo para determinar doenca progressiva na presenca de
alargamentos tumorais inespecificos, como inflamag6es associadas. Recomenda-se,
portanto, a realizacdo de biopsia ou reavaliacao clinica da lesdo em, pelo menos,
duas semanas e, se confirmar a progressao do tumor, a data da doenca progressiva
sera a da avaliacao anterior (CHESON et al., 2014).

Para o LH, ap0s a remissdo completa, o follow-up proposto pelo IWG,
NCCN (National Comprehensive Cancer Network) e pela ESMO (European Society
for Medical Oncology) determina que os pacientes devem ser avaliados clinicamente
de trés a seis meses durante os primeiros dois anos; a cada seis meses nos
proximos trés anos e entdo, anualmente, para monitorar a recaida tardia e os efeitos
adversos relacionados ao tratamento. Em adicdo ao exame clinico, a avaliacao
laboratorial com hemograma completo, perfil metabdlico e LDH é recomendada. PET

scan de rotina ndo deve ser solicitado. A taxa de PET falso positivo é de
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aproximadamente 20% e, por isso, a investigacdo com imagem deve ser realizada
por indicacdo clinica (CHESON et al., 2007; EICHENAUER et al., 2014; NATIONAL
COMPREHENSIVE CANCER NETWORK, 2016).

Biopsia de tecido residual metabolicamente ativo € recomendada, quando
a terapia de resgate for considerada ou um intervalo de rastreamento for indicado
diante de uma probabilidade baixa de doenca, para decidir acerca da necessidade
de instituir tratamento (BARRINGTON et al., 2014).

O PET interino deve ser realizado apds administracdo da quimioterapia e
o PET do final do tratamento deve ser efetuado seis a oito semanas da Ultima
quimioterapia (minimo de trés semanas) e ap0s doze semanas da ultima sesséo de
radioterapia (BARRINGTON et al., 2014).

3.7 FATORES PROGNOSTICOS

Os fatores prognésticos sdo varidveis avaliadas a fim de auxiliar no
entendimento da heterogeneidade dos resultados e poder predizer o resultado
clinico de um udnico paciente. Prever um resultado é importante para evitar um
tratamento excessivo e identificar pacientes que podem falhar com um tratamento
padrdo. Parametros clinicos, histopatolégicos e laboratoriais sdo recomendados
como valores prognosticos e identificam pacientes de risco. Caracteristicas
relacionadas ao tumor, ao paciente e ao tratamento podem influenciar no
prognoéstico (CUCCARO et al., 2014; GOBBI et al., 2013; ZANDER; WIEDENMANN;
WOLF, 2002).

A classificacdo de Ann Arbor é aceita internacionalmente e define dois
grupos prognosticos: doencga limitada (estadios | e Il) e doenca avancada (estadios
[l e IV). O estadio Il, com sintomas sistémicos (IIB), pode ser incluido como doenca
limitada desfavoravel pelo EORTC (European Organization for Research and
Treatment of Cancer) ou doenca avancada pelo GHSG (German Hodgkin's
Lymphoma Study Group), de acordo com a politica especifica dos grupos
cooperativos de estudo (GOBBI et al., 2013).

O grupo de doenca de estadio limitado € usualmente dividido como

favoravel ou desfavoravel, de acordo com a presenca ou auséncia de variaveis
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prognosticas clinicas e laboratoriais. A categoria doenca de estadio limitado
desfavoravel define um grupo de prognéstico intermediario entre “doenca de estadio
limitado favoravel” e “doenca de estadio avancado”. Os fatores de risco para estadio
limitado de doenca diferenciam entre os grupos cooperativos de estudo de Linfomas
de Hodgkin. No grupo EORTC, consideram-se como fatores progndsticos
desfavoraveis para estadio limitado: massa Bulky mediastinal (superior a um terco
do diametro toracico), idade maior ou igual a 50 anos, VHS acima ou igual a 50
mm/h sem sintomas B e acima ou igual a 30 mm/h com sintomas B e envolvimento
de quatro ou mais areas nodais. No grupo GHSG, consideram-se como fatores
prognésticos desfavoraveis para estadio limitado (Quadro 8): massa Bulky
mediastinal, doenca extranodal, VHS acima ou igual a 50 mm/h sem sintomas B e
acima ou igual a 30 mm/h com sintomas B e envolvimento de trés ou mais areas
nodais (ENGERT et al., 2010; FRANKLIN et al., 2000).

Quadro 8 — Fatores de risco do German Hodgkin’s Lymphoma Study Group para
estadio limitado no Linfoma de Hodgkin

Variavel Fatores de risco

Doenca Bulky Massa mediastinal, pelo menos 1/3 do didmetro maximo
toracico

Doenca extranodal Envolvimento localizado de um tecido extralinfatico

Envolvimento nodal Envolvimento de 3 ou mais areas nodais

VHS 2 50 mm/h para estadios IA, IIA e 2 30 mm/h para estadios
IB, 11B

Fonte: Adaptado de ENGERT et al., 2010 (traducdo nossa)

Legenda:
VHS - Velocidade de hemossedimentagao GHSG - German Hodgkin Stydy Group

Nota: Desfavoravel: presenca de pelo menos um fator.

Um estudo multicéntrico, publicado em 1998, definiu um Escore
Prognostico Internacional (IPS) para estadios avangados (Quadro 9). Observou-se,
neste estudo, que de todos os fatores possiveis adversos no diagnostico, sete
apresentaram efeito prognostico independente. O IPS compreende estes sete
fatores: idade igual ou superior a 45 anos, sexo masculino, estadio IV, hemoglobina
menor que 10,5 g/dl, leucocitose maior ou igual a 15.000/ pl, linfocitopenia (menor
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que 8 % de leucdcitos totais e/ou contagem absoluta menor que 600 / pl) e albumina
sérica menor que 4 g/dl. Classificam-se os pacientes em IPS favoravel (< 4 fatores
de risco) e desfavoravel (= 4 fatores de risco). A presenca de cada fator
individualmente reduziu em 7% a 8% as taxas de sobrevida livre de eventos ao ano.
Os autores também perceberam um grupo distinto de pacientes de alto risco que
ndo puderam ser identificados com base em caracteristicas clinicas e demogréficas
rotineiramente demonstradas (HASENCLEVER; DIEHL, 1998).

Quadro 9 — Fatores progndsticos pelo Escore Prognéstico Internacional para
estadio avancado no Linfoma de Hodgkin

Variavel Fator adverso Pontos/Escore
Idade 2 45 anos 1
Sexo Masculino 1
Estadio v 1
Hemoglobina < 10,5 g/dl 1
Leucdcitos = 15000/ pl 1
Linfécitos < 600/ pl ou < 8% do total 1
Albumina <4 g/dl 1

Fonte: A autora

Notas: IPS favoravel: < 4 fatores IPS desfavoravel: = 4 fatores

O IPS foi fundamentado na avaliacdo de aproximadamente 4.600
pacientes portadores de LH avancado. Dados completos foram verificados em 1.600
pacientes. Constatou-se 45% em estadio avancado, 13% em estadio limitado e 22%
apresentava Bulky mediastinal ao diagnéstico. Os pacientes do estudo foram
tratados previamente ao ano de 1992, com protocolos para LH estadio avangado. A
terapéutica instituida foi variavel e 75% foram tratados com pelo menos quatro
protocolos diferentes que incluiam doxorrubicina. MOPP (mecloretamina, oncovin,
procarbazina e prednisona) ou outro regime similar foram indicados em 20% dos
pacientes. Esses esquemas sao, sabidamente, inferiores ao ABVD (doxorrubicina,
bleomicina, vimblastina, dacarbazina) ou a outros regimes atuais que incluem

doxorrubicina. Sete parametros revelaram significancia na andlise multivariada e
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foram associados independentemente, apontando resultado clinico adverso, como ja
citado anteriormente (DIEFENBACH et al., 2015; HASENCLEVER; DIEHL, 1998).

Desde a fundamentacdo do IPS, o aperfeicoamento terapéutico e
suportivo no diagnéstico e na recidiva aprimoraram e, adicionalmente, novas
modalidades propedéuticas de imagem — como a Tomografia por Emissdo de
Pdsitrons (PET) — apresentaram-se mais precisas para determinar o estadiamento e
a resposta terapéutica (BIGGI et al., 2013; CHESON et al., 2014; EICH et al., 2010;
ENGERT et al., 2010; YOUNES et al., 2012).

O Escore Prognostico Internacional (IPS-7) € a ferramenta mais utilizada,
atualmente, para a estratificagdo de risco do LH avancado. Todavia, estudos
recentes sugerem que o IPS-7 pode ndo corresponder como escore ideal, devido
aos melhores resultados com as terapias modernas. Um estudo publicado,
recentemente, avaliou os sete fatores do IPS, em 854 pacientes participantes do
Eastern Cooperative Oncology Group2496 trial (E2496). Na analise multivariada,
somente dois fatores (idade e estadio) permaneceram significantes para SLP
[Sobrevida Livre de Progressao (FFP, do inglés, Freedom From Progression)] e trés
fatores (idade, estadio e nivel de hemoglobina) para a Sobrevida Global (SG)
(DIEFENBACH et al., 2015).

Portanto, um indice prognéstico alternativo foi elaborado — o IPS-3 —
utilizando a idade, o estadio e o nivel de hemoglobina. O IPS-3 dividiu os pacientes
em quatro grupos de risco. As curvas de SLP e SG foram utilizadas para classificar
0s pacientes em trés grupos de risco (baixo, intermediario e alto), de acordo com o
namero de fatores de risco: 0-2; 3-4 e = 5 fatores para o IPS-7 e 0; 1-2 e 3 fatores
para o IPS-3, respectivamente. A sobrevida livre de progressdo em 5 anos pelo IPS-
3 foi 83%, 74%, 68% e 63% e a sobrevida global foi 95%, 85%, 75% e 52% para
pacientes com 0, 1, 2 e 3 fatores de risco, respectivamente. Os valores originais de
cut-off foram mantidos devido a analise de outros cut-offs ndo apresentarem
diferenca nas sobrevidas. Na analise de reclassificacdo dos riscos, 18% dos
pacientes IPS-7 baixo risco foram reclassificados como risco intermediario e 13%
dos pacientes IPS-7 risco intermediario foram reclassificados como baixo risco. O
IPS-3 superou o IPS-7 para predizer risco na SLP e SG (DIEFENBACH et al., 2015).

O tratamento quimioterapico com dois esquemas (ABVD e Stanford V)
representou uma limitagdo do estudo, devido a incerteza da aplicacéo do IPS-3 para

pacientes tratados com outros regimes (BEACOPP escalonado, brentuximabe
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vedotin). Apesar de o estudo englobar um numero consideravel de pacientes,
somente 23 pacientes apresentavam os 3 fatores do IPS-3 e 28 pacientes IPS-7 de
alto risco foram definidos como IPS-3 intermediario. O IPS-7, nesses casos, foi
melhor preditor para SLP, sem diferenca na SG (DIEFENBACH et al., 2015).

Os dados confirmaram que o IPS-7 prossegue como estratificador
prognostico para LH avancado, no cenario atual. Entretanto, a magnitude das
diferencas para SLP e SG em pacientes de baixo e alto risco reduziu
consideravelmente e esses achados séo consistentes com os de outros estudos. A
despeito dos tratamentos atuais mais eficazes, os pacientes portadores de LH
permanecem evoluindo desfavoravelmente. Fatores progndésticos devem ser
incorporados ao IPS-7, a fim de refletir a interacdo da heterogeneidade biolégica do
LH com o tratamento. A validacdo do IPS-3 em outro amplo estudo apresenta-se em
desenvolvimento, bem como a incorporacdo de novos avancos na estratificacdo de
risco do IPS-3 (DIEFENBACH et al., 2015; MOCCIA et al., 2012).

A identificacdo de fatores prognosticos em pacientes com Linfoma de
Hodgkin que apresentaram recaidas ou sao refratarios mostra-se dificultada devido a
variedade de critérios de inclusdo utilizados nos estudos. Apesar disso, alguns
fatores sdo associados com um pior resultado, tais como: recaida em sitio primério
irradiado, recaida precoce (primeiro ano), doenca quimiorrefrataria, performance
status baixo, doenca Bulky mediastinal, presenca de sintomas B e doenca
extranodal (JOSTING et al., 2002; ROACH 3" et al., 1990).

Os fatores prognosticos sintetizados no Quadro 10 apontam que o tempo
de recidiva apos inicio da terapia, a doenca avancada na recidiva e o performance
status baixo demonstram ser preditores de um pior desfecho (KURUVILLA;
KEATING; CRUMP, 2011).
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Quadro 10 — Fatores prognosticos adversos para recidiva e refratariedade no
Linfoma de Hodgkin

Grupo de Pacientes Fator

Recidiva Tempo para recidiva < 1 ano
Estadios IlI-1V

Anemia

Sintomas B

Status Performance baixo

Refratariedade Idade > 50 anos

Faléncia em atingir remissdo temporaria
Sintomas B

Estadios IlI-1V

Status Performance baixo

TCTH autélogo Recidiva prévia nao tratada
Resposta a quimioterapia
Albumina sérica baixa
Anemia

Idade

Linfopenia

Sintomas B

Doenca extranodal

Tempo de recidiva < 1 ano
Status da doenca no TCTH
Recidiva de doenga em sitio prévio irradiado

Fonte: Adaptado de KURUVILLA; KEATING; CRUMP, 2011 (traducdo nossa)

Legenda: TCTH — Transplante de células tronco hematopoéticas

O PET-FDG positivo apds quimioterapia de resgate e antes do transplante
de células tronco hematopoéticas € um fator indicativo de pior progndstico em
pacientes recidivados (CASTAGNA et al., 2009).

A andlise semiquantitativa de SUVmax (méaximo valor padronizado de
captacdo) acima de 71%, no PET realizado apos 2 ciclos de quimioterapia (PET2),
apresentou uma maior acuracia em relacdo a analise do PET baseada na escala
visual de 5 pontos. Na analise multivariada desse estudo, utilizou-se o IPS e a
SUVmax como covariaveis. A SUVmax do PET2 permaneceu como o Unico valor
preditivo independente na Sobrevida Livre de Progressdo (BIGGI et al.,, 2013;
PRESS et al., 2016; RAEMAEKERS et al., 2014; ROSSI et al., 2014).

Avancos na biologia do LH sugerem uma interacdo das células de Reed-
Sternberg/Hodgkin com o microambiente tumoral, influenciando os desfechos
clinicos. Expressdao de CD68 e CD163 pelos macrofagos associados ao tumor
(TAMS) apresenta correlacao inferior com a SLP e SG (KAMPER et al., 2011;
STEIDL et al., 2010; STEIDL et al., 2012; TAN et al., 2012).
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Em uma pesquisa atual, foi descrito um perfil de expresséo génica com 23
genes, que identificou um grupo de pacientes com LH avancado de alto risco
(SCOTT et al., 2013).

Outros novos indicadores que demonstram ter significado progndstico no
Linfoma de Hodgkin sdo a expressdo do Epstein-Barr virus, a propor¢do sérica de
linfécitos-mondcitos e a contagem sérica absoluta de mondcitos do diagndstico
(KANAKRY et al., 2013; TADMOR et al., 2015).

O Linfoma de Hodgkin classico € representado por um numero pequeno
de células de Reed-Sternberg associado a um extenso, porém, ineficaz infiltrado de
células imunes/inflamatérias. No LH classico, modificagbes no cromossomo
9p24.1/PD-L1/PD-L2 aumentam a expressdo de PD-L1 e PD-L2 — ligantes da PD-
1(proteina de morte celular programada) — induzindo transdutores de sinal da via
Janus Kinase2 e sinalizando ativadores de transcricdo. No entanto, a incidéncia
precisa e o significado prognéstico das alteracdes da PD-L1 e PD-L2 no LH classico
prosseguem indefinidos. Um estudo publicado recentemente avaliou a expresséo da
CD274/PD-L1 e a PDCD1LG2/PD-L2 através do método de FISH (fluorescent in situ
hybridization) em 108 amostras anatomopatoldgicas de pacientes com diagndéstico
recente de LH classico. Esses pacientes foram tratados com o esquema de
guimioterapia Stanford V e foram acompanhados a longo prazo. A frequéncia e a
magnitude das alteragdes genéticas do 9p24.1, como polissomia, ganho de cépia e
amplificacdo, foram documentadas. As expressdes da PD-L1 e PD-L2 foram
verificadas através do método de imuno-histoquimica e correlacionadas com as
alteracdes genéticas. A associacdo entre alteragbes do 9p24.1 com os parametros
clinicos e SLP também foi avaliada. O estudo revelou que 97% de todos os
pacientes de LH classico apresentavam alteragdes concordantes no l6cus da PD-L1
e PD-L2. A expressdo imuno-histoquimica aumentada da proteina PD-L1 e
alteracbdes genéticas relativas (reducdo da dissomia da 9p24.1) apresentaram
associacdo. A SLP foi significantemente menor para pacientes portadores de
amplificacdo do 9p24.1 e a incidéncia dessa alteracdo genética foi maior em
pacientes com LH classico em estadio avancado. Esses resultados requerem
confirmagcdo em outras séries, como por exemplo, em estudos nos quais outros
esquemas de tratamento sao utilizados. Atualmente, anticorpos monoclonais
direcionados ao PD-1 apresentam-se como opc¢ao terapéutica em pacientes com LH
refratario (ROEMER et al., 2016).
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3.8 TRATAMENTO

3.8.1 Tratamento da doenca limitada favoravel

Quimioterapia (QT) com ABVD seguida de Radioterapia (RT) de campo
envolvido € o tratamento padrdo para pacientes com LH classico em estadio
limitado, com uma sobrevida acima de 95%. Mesmo o0s pacientes com doenca
favoravel, o uso de RT isolada associou-se com uma taxa de recaida inaceitavel e ja
nao é mais indicada. A combinacdo de QT e RT em comparacdo a RT de campo
estendido isolada foi superior em varios estudos. A RT com campo reduzido e
diminuicdo de doses foi introduzida progressivamente, a fim de reduzir o risco de
morte por complica¢des, malignidades secundarias e doenca cardiovascular (GOBBI
et al., 2013).

O estudo alemédo HD10, com 1370 pacientes em estadio limitado sem
nenhum fator de risco, estabeleceu o novo padréo terapéutico para esse grupo de
pessoas. Os quatro bracos do estudo foram: ABVD x 4 + 3000 cGy; ABVD x 4 +
2000 cGy; ABVD x 2 + 3000cGy e ABVD x 2 + 2000 cGy. A sobrevida livre de falha
de tratamento aos 5 anos foi semelhante na analise do numero de ciclos de
quimioterapia, 0 mesmo ocorrendo em relacdo a dose de radioterapia. A sobrevida
global foi semelhante nos quatro bragos do estudo. Esses dados favorecem o
tratamento com apenas dois ciclos de ABVD seguidos de RT 2000 cGy em campo
envolvido, aplicados em pacientes com parametros favoraveis como definidos pelo
GHSG. Experimentalmente, estuda-se a possivel eliminacdo da RT nesse grupo
com base nos resultados do PET-TC apés 2 ou 3 ciclos de QT (ARMITAGE, 2010).

O Quadro 11 exemplifica os esquemas de quimioterapia mais usualmente

empregados.
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. Dose . . Ciclos
Protocolo/Medicamentos (mg/m?) Dias Via (dias)
ABVD
Doxorrubicina 25 1,15 v
Bleomicina 10 1,15 v 28
Vimblastina 6 1,15 v
Dacarbazina 375 1,15 v
Stanford V
Doxorrubicina 25 1, 15, 29, 43,57, 71 v
Vimblastina 6 1, 15, 29, 43,57, 71 v
Mecloretamina 6 1, 29, 57 v
Vincristina 1,4 8,22, 36, 50, 64, 78 v
Bleomicina 5 8,22, 36, 50, 64, 78 v
Etoposideo 60 15,43, 71 IV
Prednisona 40 Em dias alternados por 12 \

semanas
BEACOPP (basico)
Bleomicina 10 8 v
Etoposideo 100 1-3 v
Doxorrubicina 25 1 v
Ciclofosfamida 650 1 vV 21
Vincristina 1,4 8 v
Procarbazina 100 1-7 VO
Prednisona 40 1-14 VO
BEACOPP (escalonado)
Bleomicina 10 8 v
Etoposideo 200 1-3 IV
Doxorrubicina 35 1 v
Ciclofosfamida 1250 1 \Y; 21
Vincristina 1,4 8 v
Procarbazina 100 1-7 VO
Prednisona 40 1-14 VO

Fonte: Adaptado de GOBBI et al., 2013 (traduc&o nossa)

Legenda:
IV — intravenoso

VO - viaoral

3.8.2 Tratamento da doenca limitada desfavoravel

O estudo HD11, do grupo aleméo, incluindo 1.395 pacientes em estadios

IA, 1B, lIA e IIB com algum fator de risco (massa mediastinal volumosa, doenca

extranodal, VHS elevada, mais de trés areas nodais acometidas), revelou que com

quatro ciclos de ABVD néo é seguro reduzir a dose de RT de 3.000 para 2.000 cGy.

Portanto, para pacientes com algum fator de risco, recomenda-se tratamento com

quatro ciclos de ABVD e RT 3.000 cGy em campo envolvido, podendo-se considerar
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ABVD por 6 ciclos caso ndo se pretenda utilizar RT. Nao foram incluidos nesse
estudo, pacientes com estadio 1IB com envolvimento extranodal e/ou massa
volumosa (= 10 cm), pois sdo comumente abordados como estadio avancado (EICH
et al., 2010).

O estudo HD 14, também do grupo alemao, randomizou 1.655 pacientes
com doenca limitada desfavoravel em dois bragcos. Comparou quatro ciclos de ABVD
seguido de RT 3.000 cGy em campo envolvido e dois ciclos de ABVD + dois ciclos
de BEACOPP escalonado, seguidos de RT 3.000 cGy em campo envolvido. O
segundo grupo apresentou melhor sobrevida livre de progressao, sem diferengas na
sobrevida global. O estudo HD 17, que ainda néo foi concluido, possui como objetivo
determinar se a radioterapia pode ser omitida apds quimioterapia, orientando-se pelo
PET, nesses pacientes com doenca limitada desfavoravel (VON TRESCKOW et al.,
2012).

3.8.3 Tratamento da doenca avancada

O regime ABVD, com seis ciclos, permanece como opcdo padrdo para
pacientes em estadios avancados. Entretanto, alguns novos regimes, ainda em
investigacdo, tém produzido resultados promissores e podem ser considerados
como alternativa. Entre eles estd o BEACOPP em dose intensificada (ENGERT et
al., 2009). Uma metanalise incluindo 9.993 pacientes com doeng¢a avangada sugeriu
que seis ciclos de BEACOPP intensificado apresentava beneficio de sobrevida
global em comparacdo ao ABVD e maior toxicidade hematolégica (SKOETZ et al.,
2013). Contudo, apds seguimento, a longo prazo, do estudo italiano HD2000, houve
sobrevida similar entre ABVD e BEACOPP (MERLI et al., 2016). Considerando que
aproximadamente 70% dos pacientes com doenca avancada podem ser curados
com ABVD em primeira linha associada a toxicidade minima, e o uso de ABVD ¢
possivel na recidiva, o ideal é reservar o BEACOPP escalonado para pacientes em
estadio avancado e prognéstico ruim (IPS desfavoravel). Infelizmente, o escore IPS
nao é um bom preditor de resposta ao ABVD. Entretanto, a resposta precoce a dois
ciclos de ABVD com o PET parece ser um bom teste para avaliar

quimiossensibilidade ao ABVD. A RT para doenca Bulky no diagndstico e em massa
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residual, ainda é considerada como padrao terapéutico quando a QT de primeira
linha € o ABVD (GOBBI et al., 2013). Outro esquema alternativo de quimioterapia € o
Stanford V que, em estudos, ndo foi superior ao ABVD, em relacdo a sobrevida
global e sobrevida livre de recaida (GORDON et al., 2013).

3.8.4 Tratamento da doenca refrataria ou recorrente

A faléncia de tratamento ocorre em aproximadamente 10% dos pacientes
com LH estadio limitado. No estadio avancado, 10% dos pacientes nao apresentaréo
remissdo completa e 20 a 30% evoluirdo com recidiva da doenca. Pacientes
recidivados apos tratamento anterior com RT exclusiva podem ser tratados com
ABVD seguidos ou nédo de RT em campo limitado, n&o irradiado. Pacientes com
recaida tardia (acima de 12 meses da QT inicial) podem ser resgatados, novamente,
com ABVD, considerando-se a dose acumulada de doxorrubicina e a fracdo de
ejecdo do ventriculo esquerdo, seguida de RT de sitio Bulky ndo irradiado.
Quimioterapia de resgate seguida de QT em altas doses com transplante autdlogo
de células tronco hematopoéticas (TCTH) é o tratamento de escolha para LH
recidivado ou refratario. Regimes de salvamento como o DHAP, ICE e IGEV podem
ser utilizados antes do TCTH aut6logo. A resposta a quimioterapia antes do TCTH
autdlogo é considerada um fator progndstico importante. O transplante alogénico de
células tronco hematopoéticas € indicado para pacientes com recaida apos
transplante autélogo (GOBBI et al., 2013; KURUVILLA; KEATING; CRUMP, 2011).

Para pacientes que ndo podem ser transplantados, o brentuximabe
vedotina, um anticorpo anti-CD30 conjugado com um agente antimicrotibulo, € uma
opc¢ao para tratamento paliativo, bem como esquemas com gencitabina, vinorelbina
e doxorrubicina lipossomal peguilado, como agentes Unicos ou em associacao
(BARTLETT et. al., 2007; YOUNES et al., 2010). Entre os individuos de mais idade
(acima de 60 anos), os que apresentam recidiva precoce, estadios avancados e
anemia, representam um subgrupo de pior prognostico (BOLL et al., 2013).

O brentuximabe, além de ser usado como terapia paliativa, também é

uma opcgao para controlar a doenca antes da realizacdo do TCTH alogénico nos
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pacientes com LH recidivado ou refratario apés TCTH autélogo (GOPAL et al.,
2015).

Devido a potencial vulnerabilidade do LH classico ao bloqueio da
atividade de PD-1 (programmed death-1), estuda-se o uso de anticorpos
monoclonais direcionados ao PD-1. Esse bloqueio evita a inibicdo linfocitaria,
resultando em uma ativacdo dos linfocitos contra o linfoma, como um efeito
imunoestimulante. Em um estudo fase I, cujos dados preliminares foram publicados
apos apresentacdo no ASH 2014, devido a resposta satisfatoria em uma populacéo
altamente refrataria, um anticorpo monoclonal direcionado contra o PD-1, o
nivolumabe, esta sendo estudado e avaliado (ANSELL et al., 2015). Nesse mesmo
evento, também foram apresentados dados preliminares de outro estudo fase I,
avaliando o uso de outro anticorpo monoclonal inibidor de PD-1, o pembrolizumabe,
em pacientes que apresentaram refratariedade ou recaida com brentuximabe
(MOSKOWITZ et al., 2014).

3.9 O VIRUS EPSTEIN-BARR

Denis Burkitt, em 1958, descreveu casos de cancer em criancas na Africa
equatorial — de comportamento agressivo e acometimento mais comum em
mandibula — que foram posteriormente denominados de Linfoma de Burkitt
(BURKITT, 1958). A localizagdo geogréfica especifica, as caracteristicas clinicas de
distribuicdo da doenca e a incidéncia em uma idade especifica, provocaram a
suspeita de possivel correlacdo com um agente infeccioso viral (BURKITT, 1962).

Em 1964, Epstein, Barr e colaboradores observaram em culturas de
células do tumor maligno descrito por Burkitt, células semelhantes a linfoblastos e
presenca de inclusdes citoplasmaticas (EPSTEIN; BARR et al., 1964). Verificaram,
também, particulas virais nessas linhagens celulares, semelhantes ao virus Herpes
simples, que posteriormente foi designado como virus de Epstein-Barr (EPSTEIN et
al., 1965).

Werner e Gertrude Henle, no final da década de 60, desenvolveram

marcadores sorolégicos e demonstraram a presenca de altos titulos de anticorpos
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anti-EBV em pacientes com Linfoma de Burkitt (HENLE, W.; HUMMELER; HENLE,
G., 1966).

Em avaliacdo subsequente, o EBV, através de métodos imunoldgicos e
sorologicos, foi também confirmado como causa da Mononucleose Infecciosa e
agente etioldgico para carcinoma de nasofaringe e outras neoplasias (HENLE, G.;
HENLE, W.; DIEHL, 1968; NONOYAMA et al., 1973).

O virus Epstein-Barr é um virus da familia Herpesviridae. E um patégeno
exclusivamente humano, também denominado formalmente de Herpesvirus humano
4 (HHVA4). Estudos relatam que 95% da populacdo mundial € sorologicamente
positiva para o virus (ALl et al., 2015).

Como as outras herpesviroses, o EBV possui genoma composto de fita
dupla de éacido desoxirribonucleico (DNA), envolvido por um capsideo proteico.
Existem dois tipos de EBV, que se diferenciam um do outro pelo antigeno nuclear
(EBNA). O tipo 1 € dominante no Sudeste Asiatico e Hemisfério Ocidental e os tipos
1 e 2 sdo igualmente prevalentes na Africa. A transmissdo ocorre por via oral e o
virus infecta principalmente linfocitos e células epiteliais. A infeccdo primaria ocorre
nas tonsilas e depende da ligacdo da glicoproteina viral 350 com a molécula de
superficie CD21 dos linfocitos B. A replicacdo do EBV pode decorrer sob as formas
liticas ou latentes. A ativacdo da replicacdo da fase litica ou reativacdo da fase
latente € a chave para a transmissao. A producao viral ocorre na fase litica e leva a
expressao de proteinas ativadoras de transcricao, fatores de replicacdo de DNA e
proteinas estruturais. As proteinas BZLF1 e BRLF1 atuam na mudanca da fase de
laténcia para a fase litica. Em contraste com a fase litica, a fase de laténcia
caracteriza-se pela persisténcia da infeccao viral, contudo, com menor capacidade
infectiva viral e ocorre por via da enzima DNA polimerase. Nesta fase, a expressao
viral limita-se as proteinas virais nucleares EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B,
EBNA-3C e EBNA-LP, as proteinas latentes de membrana LMP-1, LMP-2A e LMP-
2B e a alguns RNAs virais EBER1 e EBER2 (ODUMADE; HOGQUIST; BALFOUR,
2011).

O padrao de expressdo génica do EBV evidencia trés tipos de laténcia
(Quadro 12). Na laténcia do tipo I, expressam-se 0 EBNA-1 e dois pequenos RNAs
(EBERS), geralmente, é associada com o Linfoma de Burkitt. Na laténcia do tipo II,
observa-se o EBNA-1, os EBERs, a LMP-1, a LMP-2 e a LMP-2B. Associa-se com 0

LH classico e o Linfoma ndo Hodgkin (LNH) de células T. A laténcia Ill usualmente
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envolve a expressdo de todos os EBNAs, EBERs e LMPs e manifesta-se
principalmente em imunossuprimidos que apresentam desordens linfoproliferativas
apos transplante, em doencas linfoproliferativas associadas ao HIV e em linhagens
celulares linfoblastoides (CARBONE, A.; GLOGHINI; DOTTI, 2008).

Quadro 12 — Expressao génica na laténcia do virus Epstein-Barr

Expressao génica Localizacéo Tipos de laténcia
EBNA-1 Nucleo I, 10, 1l
EBNA-2 Nucleo ]
EBNA-3 Nucleo 1]

LMP-1 Membrana I, 1
LMP-2 Membrana I, 1
EBER-1 e EBER-2 Nucleo I, 11, 11

Fonte: Adaptado de CARBONE; GLOGHINI; DOTTI, 2008 (traducdo nossa)

Legenda:
EBV - Epstein-Barr virus LMP - Proteina de membrana latente
EBNA - Antigeno nuclear do Epstein-Barr EBER - RNA do Epstein-Barr

A transmissao do EBV também pode ser adquirida, devido transplante de
células hematopoéticas ou de 6rgaos solidos e sangue. A transmissao vertical ndo
esta devidamente comprovada. A infeccdo priméria do EBV promove sintomas
semelhantes a outras infec¢des virais agudas. E, frequentemente, assintomatica em
criancas abaixo de 10 anos. Em adolescentes e adultos jovens, entretanto,
usualmente se manifesta com sintomas de odinofagia, febre, esplenomegalia e
linfadenomegalia, evidenciando a sindrome de Mononucleose Infecciosa (Ml). A
manifestacéo clinica da Ml ocorre 5 a 7 semanas apo0s o contato. Nesse periodo de
incubacéo, a carga viral do EBV na cavidade oral é maior que no sangue e o DNA
viral detectado no sangue €, em sua maioria, originado dos linfocitos B. A replicacédo
na cavidade oral pode persistir por meses e recorrer de forma intermitente por anos
nos individuos saudaveis (ODUMADE; HOGQUIST; BALFOUR, 2011; SVEDMYR et
al., 1984; TIERNEY et al., 1994).

O sistema imune € o primeiro mecanismo de defesa contra infeccdes
virais. Como resposta a infecgéo primaria ao EBV, acontece um estimulo a producéo

de IFN pelas células dendriticas previamente a manifestacdo da sintomatologia
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clinica (QUAN et al., 2010). As citocinas inflamatorias TNFa, IL-6 e IL-1 apresentam-
se aumentadas no tecido tonsilar de pacientes com MI (FOSS et al., 1994). A
elevacdo de IL-2 sérica consiste com a expansao e ativacdo de linfécitos T CD8
como resposta da presenca do EBV nos linfocitos B, os quais podem ser
encontrados na forma de linfécitos atipicos no sangue periférico (ODUMADE;
HOGQUIST; BALFOUR, 2011). A IL-10, produzida por mondcitos e linfécitos, é
produzida para suprimir essa proliferacdo inflamatéria de células T (MOSSER,;
ZHANG, 2008). As celulas NK também contribuem na resposta imune e
desempenham fun¢ao na regulacao da infecgéo viral cronica (LANIER, 2008).

E bem reconhecido o potencial imunogénico do EBV e a persisténcia do
virus nas células infectadas € atribuida a sua capacidade de fuga a resposta imune.
Entretanto, para a sobrevivéncia viral e o sucesso da laténcia em células B de
memoria, o EBV possui varios mecanismos de escape da resposta imune do
hospedeiro, tais como: a expressdo de proteinas liticas que interferem no
processamento de antigenos; a expressdao de moléculas do MHC (Complexo
Principal de Histocompatibilidade, do inglés, Major Histocompatibility Complex) nas
células infectadas e a producédo de citocinas homdlogas humanas por essas células
gue simulam antigenos humanos. Outra estratégia considerada de evasao imune € o
fato da expressdo génica durante a fase de laténcia ser menor em relacdo a
expressao génica de 80 genes durante a fase de replicacdo (RESSING et al., 2008).

Apesar das estratégias do EBV para o escape imune, o desenvolvimento
de tumores como Doengas Linfoproliferativas, Linfoma de Hodgkin, Linfoma de
Burkitt e Carcinoma de Nasofaringe, pode ser atribuido ao desequilibrio entre as
caracteristicas virais de resisténcia e a resposta imunolégica do hospedeiro (MERLO
et al., 2010).

Durante a infec¢do primaria, o EBV pode ndo ser detectado no sangue
periférico, mas usualmente é verificado em quantidades elevadas na cavidade oral
(CO). O virus desaparece do sangue mais rapidamente em relacdo a CO. A
replicacdo na CO pode permanecer por meses e recorrer de forma intermitente por
anos na maioria dos individuos saudaveis. A maioria dos pacientes apresentam
anticorpos IgM para antigenos do capsideo viral (ACV) do EBV no inicio da doenca,
com reducdo entre 2 a 6 meses apos a infeccdo. Os anticorpos IgG para ACV
podem ser detectados nas duas primeiras semanas. Em praticamente 100 % dos

pacientes observa-se anticorpos IgG para ACV durante o periodo de convalescenca,
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persistindo durante toda a vida. Anticorpos IgG para EBNA-1 ndo se desenvolvem
até 3 meses a 6 meses apos a infeccdo, mas persistem por toda a vida (ODUMADE;
HOGQUIST; BALFOUR, 2011). A Figura 3 ilustra a titulacdo soroldgica do EBV

correspondente aos periodos de infecgao.

Figura 3 — Titulac&o soroldgica do virus Epstein-Barr
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Fonte: Adaptado de GULLEY; TANG, 2008 (traducdo nossa)

Notas: A titulacdo sorolégica diferencia a infec¢@o primaria da infeccéo tardia. Na infeccdo primaria,
0 1gG anti-ACV e o IgM anti-ACV aumentam de acordo com 0s sintomas e ocorre positividade
do teste heterdfilo. Depois do desaparecimento dos sintomas, no periodo de infeccao tardia,
ocorre presenca do EBNA e IgG anti-ACV, sem EA, embora o EA e o0 IgM anti-ACV possam
reaparecer com ou sem sintomas, na reativacdo viral ou em neoplasias relacionadas com

EBV.
Legenda:
IgG — Imunoglobulina G ACV - Antigeno de capsideo viral
IgM — Imunoglobulina M EA — Do inglés, early antigen

EBNA - Antigeno nuclear do EBV

A deteccédo do EBV é realizada por varios métodos (Quadro 13). A analise
molecular do DNA e RNA viral permanece como foco dos estudos atuais para o
diagnéstico e monitoramento das doencas associadas ao EBV. O virus pode ser
identificado em amostras de tecidos, através principalmente, das técnicas de imuno-
histoquimica (IHQ) para LMP-1 e hibridizacdo in situ (ISH) para EBER. A ISH para
EBER é o padrdo ouro para a deteccdo tecidual das lesBes histopatolégicas
relacionadas ao EBV. As transcricoes de EBER sao expressas em todos os tumores

infectados com EBV, em tecidos linfoides retirados de pacientes portadores de Ml e
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em raras células de individuos saudaveis previamente expostos. Somente na
leucoplasia pilosa oral relacionada ao EBV, cuja infeccdo ocorre em células epiteliais
orais, que o EBER nado € adequadamente expresso. A ISH pode ser realizada a
partir de amostras de tecido parafinado e a leitura da reacdo é efetuada com a
visualizagcdo microscoépica do sinal nuclear do EBER nas células infectadas latentes
(GULLEY, 2001; GULLEY; TANG, 2008).

Quadro 13 — Testes laboratoriais para virus Epstein-Barr

Teste Objetivo

Hibridizac&o in situ Identificar transcritos EBER ou EBV DNA em células
especificas nas lesdes histologicas.

Andlise de clonalidade do EBV via | Avaliar clonalidade de les6es com relagdo a estrutura do

Southern Blot DNA EBV; distinguir infeccdo latente de replicativa com
base na estrutura linear contra epissomal do genoma de
EBV.

Amplificacdo do DNA do EBV Deteccdo do DNA viral em tecidos; especificidade da do-

enca é menor.

Carga viral do EBV Quantificar o DNA EBV em sangue ou fluidos corporais
para monitorizar o estado da doenca ao longo do tempo.

Imuno-histoquimica (LMP-1, EBNA-1, | Identificar a expressdo da proteina EBV em tipos ce-
EBNA-2, LMP-2A, BZLF-1) lulares especificos dentro de lesdes histologicas; dis-
tinguir infeccao latente de replicativa com base em perfis
de expressao.

Cultura do EBV ou de linfécitos B | Detectar e medir semiquantitativamente os virions infecci-
infectados por EBV 0s0s ou os linfécitos B infectados latentes; impraticavel
para uso clinico de rotina.

Microscopia eletronica Identificar os virions durante processo viral replicativo; im-
praticavel para uso clinico de rotina.

Sorologia (ACV, EBNA, EA, anticorpos | Medir a resposta de anticorpos as proteinas virais em
heterofilos amostras de soro; distinguir infeccdo remota de aguda;
monitorar o estado da doenca ao longo do tempo.

Fonte: Adaptado de GULLEY, 2001 (traducédo nossa)

Legendas:

EBV - Epstein-Barr virus EBNA - Antigeno nuclear do EBV
EBER - Acido ribonucleico do EBV BZLF - Proteina viral

DNA — Acido desoxirribonucleico ACV - Antigeno de capsideo viral
LMP - Proteina de membrana latente EA — Antigeno inicial
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A hibridizacdo in situ para o DNA EBV de amostras teciduais é outro
método de deteccdo, em que sequéncias virais podem ser alcangadas, porém sua
sensibilidade é reduzida. Seu uso é recomendado quando o RNA da amostra é
seletivamente destruido, ndo sendo possivel a analise pelo EBER RNA. Em
situacgdes clinicas, as transcricdes do EBER permanecem a estratégia mais comum
para deteccdo in situ do EBV (BROUSSET et al., 1992; GULLEY, 2001; GULLEY;
TANG, 2008).

A técnica de imuno-histoquimica para o LMP-1 néo € tao efetiva como o
EBER na deteccdo do EBV, principalmente em Linfomas ndo Hodgkin e carcinomas.
A analise do LMP-1 é verificada em material de parafina utilizando anticorpos
comerciais. A leitura da reacéo € efetuada com a visualizacdo microscoépica do sinal
citoplasmatico da superficie de membrana (GULLEY; TANG, 2008).

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) quantitativa é utilizada para
analisar a carga viral (CV) do EBV e para monitorar pacientes sob risco de
desenvolver doencas linfoproliferativas apés transplante (DLPT). Se realizada em
sangue total, avalia-se a presenca do virus no compartimento intracelular, se em
plasma, no compartimento extracelular. A maioria dos estudos sugere a analise em
sangue total devido menor concentracdo de copias virais no plasma. Nao é
recomendada analise Unica, devido pequena quantidade nos linfocitos B de
memoria. O acompanhamento com varias medidas de CV pode refletir com maior
fidelidade a existéncia de replicacdo viral (STEVENS; PRONK; MIDDELDORP,
2001).

A técnica de PCR para extracdo de DNA EBV de fragmento histologico foi
comparada com a ISH para EBER e com a IHQ para LMP-1 em um estudo recente,
que evidenciou uma sensibilidade de deteccdo maior no método de PCR, porém,
sua inabilidade em localizar as células EBV positivas fundamenta sua limitacdo
como método de deteccéo isolado (QI et al., 2013).

3.10 EPSTEIN-BARR VIRUS E LINFOMA DE HODGKIN CLASSICO

Subsequentemente as pesquisas e descricoes do Linfoma de Hodgkin e

do EBV na década de 60, a detecgdo de altos niveis de anticorpos especificos para
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antigenos do EBV no soro de pacientes com LH encorajou estudos acerca da
implicacdo do EBV na patogénese dessa doenca (LEVINE et al., 1971). Estudos
posteriores confirmaram essa associacao através de técnicas de hibridizagdo in situ
(WEISS et al., 1991).

Embora a morfologia das células de Reed-Sternberg do Linfoma de
Hodgkin ter sido descrita hd um século, a sua origem a partir de linfécitos B foi
reconhecida recentemente. A demonstracdo de que uma proporcdo de casos de LH
albergava o EBV e que 0 seu genoma viral era monoclonal nesses tumores, sugeria
gue, em alguns casos, 0 virus contribuia para o desenvolvimento de LH. Essa
monoclonalidade dos genomas virais indicava que a infeccdo das células tumorais
processava-se antes que a expansao clonal tumoral (KAPATAI; MURRAY, 2007).

As células de Reed-Sternberg/Hodgkin perdem a funcdo do receptor de
células B (RCB). Em aproximadamente um quarto dos casos, a perda da func¢éo do
RCB é causada por muta¢gBes que destroem a capacidade de codificar genes de
imunoglobulinas funcionais. As células de RSH sédo derivadas das células B do
centro germinativo, que falharam em sofrer a apoptose, quando perderam a funcéo
do RCB (KANZLER et al., 1996).

Duas evidéncias sustentam um papel do EBV neste mecanismo
antiapoptotico. A primeira refere-se as mutagfes nos genes de imunoglobulinas que
sdo quase exclusivamente encontradas em casos EBV positivos (BRAUNINGER et
al., 2006). A segunda trata-se da capacidade que o EBV possui de perpetuar as
células B do centro germinativo como RCB negativas in vitro; esse efeito € mediado
pela LMP-2A (BECHTEL et al., 2005). A LMP-1 também contribui para a sobrevida
das células precursoras de RSH, por estimular anormalmente e constitutivamente,
vias de ativacdo das células de RSH como NF-kB, JAK/STAT e fosfatidilinositol 3-
kinase/AKT (BARGOU et al., 1997; DUTTON et al., 2005). Contudo, a expressao
génica latente do EBV nas células de RSH pode ndo somente contribuir para
propriedades antiapoptodticas, mas também interferir com o programa de
diferenciacéo das células B do centro germinativo (VOCKERODT et al., 2015).

Na Figura 4, segue um modelo esquematico da provavel associacdo do
EBV com a patogénese das células de Reed-Sternberg/Hodgkin.
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Figura4 — Modelo esquematico da provavel relacdo entre o virus Epstein-Barr e

as células de Reed-Sternberg/Hodgkin
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Fonte: Adaptado de KAPATAI; MURRAY, 2007 (traducéo nossa)

Notas: As células de Reed Sternberg/Hodgkin (RSH) provavelmente se originam de células B do

centro germinativo na fase pré-apoptoética. Células B precursoras “naive” séo ativadas quando
encontram o seu antigeno correspondente. As células B ativadas migram dentro dos foliculos
de células B, proliferam e se diferenciam em centroblastos, desenvolvendo, dessa forma, os
centros germinativos. As células B do centro germinativo (CG) sofrem hipermutagdo somatica
dos genes da regido Variavel da Imunoglobulina; células com mutacao desfavoravel séo eli-
minadas pelo apoptose Fas—mediada, enquanto aquelas que carregam o receptor de célula B
(RCB) com alta afinidade antigénica, sobreviverdo e deixardo o centro germinativo como lin-
fécitos B de meméria ou células plasmaticas. As células B do CG que carregam um RCB dis-
funcional, provavelmente sofrerdo apoptose, porém, podem ser resgatadas pelo virus
Epstein-Barr e/ou ainda sofrer alteracdes genéticas ainda desconhecidas. Essas células po-
dem configurar-se como as progenitoras das células de RSH.

O risco relativo de desenvolver LH apds historia de MI em relacdo a

pacientes sem histéria prévia alternou entre 2.0 e 5.0 (KAPATAI; MURRAY, 2007).

Demonstrou-se que o risco de desenvolver Linfoma de Hodgkin EBV-positivo

aumentou quatro vezes apos MI, enquanto o risco de desenvolver LH EBV-negativo

nao aumentou. A mediana estimada do tempo de incubacdo da Mononucleose para

o diagnéstico de LH EBV-positivo foi de 4.1 anos em adultos jovens (HJALGRIM et

al., 2003).
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O LH EBV-positivo é menos frequente em paises desenvolvidos, com
percentagens de 20% a 50% de casos para Europa e América do Norte (HUMMEL
et al., 1992). Valores mais altos sado constatados em paises em desenvolvimento,
provavelmente, devido imunossupressao subjacente semelhante aquela observada
para o Linfoma de Burkitt Africano na populagdo infectada por maléria e para o
Linfoma de Hodgkin EBV-positivo nos pacientes infectados pelo HIV. Outra hipGtese
importante é o tempo de infec¢do pelo EBV, que nesses paises é mais suscetivel de
ocorrer mais precocemente (KAPATAI; MURRAY, 2007; UCCINI et al., 1990). Nos
Estados Unidos da América, a relagdo do EBV com o LH foi mais observada em
latinos e asiaticos em vez de americanos brancos ou negros. Nos paises
desenvolvidos, a proporcao de casos EBV-positivos é mais baixa em adultos jovens,
mas € maior em criancas, especialmente naquelas com idade menor de 10 anos
(GLASER et al., 1997).

Casos EBV-positivos sdo mais frequentes em idosos, devido a redugéo da
imunidade especifica contra o EBV de acordo com o avancar da idade. A presenca
do EBV esta documentada somente no LH classico e é mais frequentemente
detectada no subtipo histolégico celularidade mista (VOCKERODT et al., 2015).

3.11 EPSTEIN-BARR VIRUS E PROGNOSTICO NO LINFOMA DE HODGKIN
CLASSICO

A determinacéo do Epstein-Barr virus como um marcador prognostico no
Linfoma de Hodgkin classico permanece controversa e revela resultados
conflitantes. Alguns estudos ndo demonstraram impacto progndstico, enquanto
outros sugeriram uma associacao benéfica (KEEGAN et al., 2005).

A positividade tumoral para o EBV difere em relacdo a idade, sexo e
subtipo histolégico e a percentagem de pacientes com células de RSH, EBV-
positivas distingue-se pelo mundo. Essas diferencas podem ser explicadas por
variacdes demograficas, selecdo dos pacientes nos estudos, qualidade da andlise
estatistica e a idade como fator confundidor (DIEPSTRA et al., 2009).

A fim de exemplificar a divergéncia epidemiologica de distribuicdo e as

caracteristicas demogréficas da relacdo EBV e LHc, um estudo avaliou se o Linfoma
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de Hodgkin classico relacionado ao EBV apresentava relevancia para a sobrevida
em 47 criangas sul africanas, de diferentes etnias, com idade entre 3 a 14 anos.
Verificou-se predominio do subtipo esclerose nodular em 89% dos casos e presenca
do EBV em 68% dos pacientes. Os casos EBV-positivos apresentaram sintomas
menos agressivos ao diagndstico e uma mediana maior de sobrevida em relacao
aos EBV-negativos (ENGEL et al., 2000).

Em 2005, um estudo populacional investigou os efeitos prognésticos do
EBV em relacdo a idade, sexo, subtipo histolégico e outros fatores de risco.
Evidenciou-se que a presenca do EBV nas células tumorais foi associada com uma
melhor sobrevida em pacientes jovens e pior sobrevida em pacientes de maior idade
com subtipo esclerose nodular. Variacdes nos resultados de acordo com idade e
subtipo histologico sugerem entidades biologicamente distintas da doenca (KEEGAN
et al., 2005).

No mesmo ano, outro estudo populacional com 437 pacientes avaliou o
impacto do status do EBV na sobrevida de grupos de Linfoma de Hodgkin classico
estratificados por idade. Os pacientes EBV-positivos, que apresentavam idade ao
diagnostico entre 16 a 34 anos, demonstraram uma vantagem na sobrevida
comparada aos EBV-negativos, contudo, sem significancia estatistica. Entretanto, no
grupo EBV-positivo (EBV+) acima de 50 anos, o EBV foi associado estatisticamente
com pior desfecho clinico. Dessa forma, 0 comprometimento imune de pacientes de
maior idade pode contribuir para o desenvolvimento de LHc associado ao EBV e
fomenta estratégias de investigacdo relacionadas ao estimulo imune nesses
pacientes. A frequéncia maior de Obitos ocorreu em pacientes EBV-positivos,
independente do estadio, e a sobrevida global em cinco anos apresentou
significancia estatistica no grupo EBV-negativo (EBV-) (JARRETT et al., 2005).

Em 2009, uma série populacional realizada na Holanda, englobando 412
pacientes portadores de LHc, avaliou subgrupos definidos de acordo com a idade. A
faléncia de tratamento no subgrupo de maior idade foi associada com status positivo
do EBV nas células tumorais (DIEPSTRA et al., 2009).

Um estudo brasileiro também analisou o impacto da presenga do EBV nas
células de RS e sua interferéncia na evolucao clinica de 97 pacientes com LHc, no
periodo entre 1994 a 2004. Nao foi verificada diferenca estatistica na idade, sexo,

estadio e presenca de sintomas B entre os grupos (EBV+ e EBV-). A presenca do
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EBV néo influenciou a sobrevida livre de eventos ou a sobrevida global (SOUZA et
al., 2010).

Considera-se o Linfoma de Hodgkin uma neoplasia altamente curavel. No
entanto, aproximadamente 15% dos pacientes que apresentam doenca localizada e
30% que manifestam doenca disseminada, ndo respondem a terapéutica inicial. Os
sistemas de escores atuais sdo Uteis na pratica clinica, porém ndo refletem a
heterogeneidade bioldgica do Linfoma de Hodgkin. Recentes analises de perfis de
expressdo génica das células de RS/H sugeriram perfis moleculares distintos.
Estudos de perfis de expresséo génica de tumores EBV+ e EBV- permitiram delinear
entidades bioldgicas distintas, com regulagdo imune e microambiente especificos.
Estudos epidemiologicos atuais sugerem que fatores de riscos genéticos diferem
entre os LHc EBV-positivos e negativos, salientando a necessidade de pesquisas
sobre variacdo génica em genes imunes, a fim de elucidar a patogénese do LHc
relacionado ao EBV (CHETAILLE et al., 2009; URAYAMA et al., 2012).

Como a patogénese do LH classico envolve fatores genéticos e
ambientais, progressivamente nos estudos, tem-se explorado aspectos genéticos
para o entendimento da biologia dessa doenca e avaliacdo de fatores progndsticos.
Andlises do HLA (antigeno leucocitario humano) no contexto patogénico e
prognéstico do LH estdo sendo divulgadas. Ha quase 50 anos, foi publicado um
estudo de referéncia que destacou o Linfoma de Hodgkin como a primeira doenca
associada as variacoes do HLA. Atualmente, é reconhecida a relacdo do LHc EBV+
e LHc EBV- com polimorfismos especificos de HLA. Alelos do HLA classe |
apresentam-se consistentemente associados ao LHc EBV-positivo, enquanto
polimorfismos no HLA classe Il conferem forte risco preditor para o LH EBV-negativo
(MCAULAY; JARRETT, 2015).

Em 2012, publicou-se um estudo que avaliou a associa¢cao do HLA com o
status tumoral do EBV no Linfoma de Hodgkin. Verificou-se que antigenos HLA-Al e
HLA-A2 associavam-se ao Linfoma de Hodgkin classico EBV-positivo. Outras
associacOes protetoras e predisponentes de HLA classe | e Il para LHc EBV-positivo
e EBV-negativo também foram identificadas (HUANG et al., 2012a).

Conduzida pelo mesmo autor e publicada no mesmo ano citado acima,
outra pesquisa envolvendo HLA, EBV e Linfoma de Hodgkin definiu que o alelo HLA-

A*02:07 corresponde a um alelo predisponente para LHc EBV-positivo e um alelo
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protetor para LHc EBV-negativo em uma populagdo norte chinesa (HUANG et al.,
2012Db).

Outro estudo, publicado em 2015, revelou uma associacao de risco maior
entre os pacientes EBV-positivos com HLA-A*01:01 e B*37:01, enquanto a presenca
de DRB1*15:01 e DPB1*01:01 foi associada com menor risco. Para os casos EBV-
negativos, a classe Il SNP rs6903608 prosseguiu como forte preditor de risco de
doenca (JOHNSON et al., 2015).

Adicionalmente as evidéncias geneéticas de associacdo do EBV ao
Linfoma de Hodgkin relatadas anteriormente, constatou-se, recentemente, um locus
novo suscetivel para o LHc EBV-positivo. Um estudo genético avaliou a imputacao
do SNP da regido do MHC, considerando o status tumoral do EBV em 1200 casos
de LHc e 5726 controles de origem europeia. ldentificou-se uma nova associacéo
entre uma variante genética comum, denominada rs6457715, localizada na regido
do MHC — a regiao do l6cus 6p21.3, e 0 LHc. Essa associacgéo foi especifica para o
subgrupo EBV+, independente do subtipo histologico. Concluiu-se, portanto, que a
regido rs6457715, localizada proximo do gene HLA-DPB1, associou-se com o LHc
EBV+, permitindo sugerir um locus novo suscetivel para o LHc. Esse resultado
expande o numero de variantes genéticas que estdo correlacionadas com o LHc e
fornece evidéncias adicionais do papel critico e especifico do EBV na etiologia dessa
doenca (DELAHAYE-SOURDEIX et al., 2015).

Discrepancias cariotipicas entre os tumores EBV-positivos e EBV-
negativos foram relatadas em um estudo retrospectivo de duas instituicbes
americanas e publicadas recentemente. O grupo EBV-negativo apresentou
caridtipos de maior complexidade que o grupo EBV-positivo, caracterizados por
instabilidades genbémicas, maior numero de pontos de interrup¢cdo cromossomica e
aneuploidias. Algumas dessas anormalidades manifestaram-se relacionadas ao
subtipo histolégico, enquanto outras se revelaram independentes da histologia.
Depreendeu-se que um namero significativo de tumores EBV-positivos possuiam um
cariétipo surpreendentemente simples, comparado ao que € usualmente observado
no LHc. Essa analise cariotipica explicita a diversidade biolégica e genética dessa
doenca (MONTGOMERY et al., 2016).

As citocinas representam importantes mediadores imunes da patogénese
do LHc e pesquisas avaliam se o0s niveis circulantes de citocinas ao diagnostico

permitem predizer progndéstico. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) na
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sequéncia de DNA configuram genes imunes que se correlacionam com a fungéo e
producao de citocinas. Um estudo investigou se SNPs nos genes ILRN e INFG e nos
genes do TNF-a (TNFA), da IL-10, da IL-6 e da CCL17 correlacionavam-se com
niveis circulantes de citocinas ao diagndstico e com o status do EBV tumoral no LHc.
O estudo englobou 464 pacientes franceses e 239 pacientes americanos. A
positividade tumoral ao EBV representou 22% dessa amostra. A analise exploratoria
entre status do EBV e SNPs apontou uma associacdo de SNPs do TNFA com
sobrevida livre de progressdo nos pacientes franceses EBV-negativos, bem como
uma tendéncia similar de associa¢do nos americanos EBV-negativos. Na metanalise
das duas coortes, o TNFA apresentou significAncia estatistica e ajustes com o IPS
nao alteraram esse resultado. Esse dado revelou que a variacdo na sequéncia
génica do TNFA associou-se com progndstico nos pacientes EBV-negativos. Devido
a complexidade de interagBes imunes no LHc, estudos adicionais utilizando
varreduras de todo o genoma ou sequenciamento, S4o necessarias para determinar
o0 impacto prognéstico de fatores hereditarios nessa doenca, integrando dados
relacionados ao status do EBV (GHESQUIERES et al., 2013).

Outra recente pesquisa acerca de citocinas demonstrou, apdés analises
imuno-histolégicas de 104 amostras de LH, que a expressao de MIP-1a, MIP-1, IL-
13 correlacionava-se com a infeccao pelo EBV e com a expressao de LMP-1. A
expressdo combinada dessas citocinas apresentou-se mais comum em pacientes
com idade maior que 60 anos e associava-se com pior prognostico. A infeccéo por
EBV parece promover a liberagéo de citocinas em pacientes com LH e determina um
impacto negativo na sobrevida do paciente. A imunossenescéncia fisioldgica,
provavelmente, explica a associacdo entre infeccdo por EBV e idade avancada.
Portanto, essa investigacdo fomenta a possibilidade da modulacdo de citocinas ser
um potencial alvo terapéutico para pacientes com LH EBV-positivo (CHANG et al.,
2016).

O escape imune das células RSH ocorre, parcialmente, devido a
existéncia de uma subpopulacdo de células T imunossupressoras regulatorias
(Treg). Treg séo subpopulagfes de células T funcionalmente distintas envolvidas na
manutencdo da autotolerancia imunolégica e da homeostase. Um estudo publicado
recentemente avaliou a composicado das células T no LH classico, com énfase no
Treg, relacionando-a ao status do EBV, subtipo histolégico e idade do paciente.

Esse estudo totalizou 102 pacientes com LH classico diagnosticados em um periodo
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de 12 anos (1997 a 2009). O status do EBV foi verificado através de imuno-
histoquimica utilizando anticorpos direcionados a proteina de membrana latente-1
(LMP-1). Para definir as populagbes de linfécitos T, as laminas foram duplamente
coradas para marcar o FOXP3 (do inglés, forkhead winged-helix transcriptional
factor), considerado como um marcador de linhagem especifica para Treg. A
positividade para o EBV foi confirmada em 30% (29 pacientes), principalmente em
pacientes com idade maior que 54 anos e subtipo celularidade mista. Nos LHc EBV-
positivos, um maior namero de células CD8+ foram identificadas e mais Treg
FOXP3+ foram encontradas, tdo bem como maior nimero de Treg FOXP3+CD4+
comparado com os LHc EBV-negativos. O nimero de células CD4+ reduziu com a
idade. A frequéncia de Treg FOXP3+CD8+ foi variavel, sem significancia estatistica
na associacdo com idade ou status do EBV. Demonstrou-se, dessa forma, um
impacto do status do EBV na composicdo de populagcdes de células T no
microambiente tumoral do LH classico. Nesse microambiente, Treg exerce sua
atividade supressora sob as células T efetoras, promovendo privilégio imune para as
células tumorais (PAVLOVIC et al., 2016).

Sugere-se, em estudos, que altos niveis de expressdo de CD68 e CD163,
antigenos associados a linhagem mondcito/macrofago, apresentem efeitos pro-
tumorais. Objetivando-se correlacionar a expressao desses antigenos com
caracteristicas clinico-patoldgicas e progndésticas em pacientes com LHc, um estudo
foi realizado em amostras histolégicas de 288 pacientes dinamarqueses. Na analise
univariada, a expressdo aumentada de CD68 e CD163 correlacionou-se com menor
sobrevida global e menor sobrevida livre de eventos. Na analise multivariada, a
expressao elevada de CD68 prosseguiu significantemente preditiva para a sobrevida
global. Demonstrou-se, também, que tanto a expressao elevada de CD68, quanto a
de CD163 associavam-se a presenca do EBV nas células neoplasicas (KAMPER et
al., 2011).

Um estudo japonés, publicado em 2014, analisou em 389 pacientes, 0
significado clinico-patolégico da expressao de CD20 e presenca do EBV em células
de Hodgkin e Reed-Sternberg do LH classico. Nos 74 casos positivos para CD20
observou-se idade significantemente maior ao diagndstico e maior associa¢gdo com o
EBV. A analise multivariada identificou como fatores progndésticos desfavoraveis
para a sobrevida global (SG): a presenca de sintomas B, a trombocitopenia, a

elevacdo da desidrogenase latica, 0 ECOG performance status (Eastern Cooperative
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Oncology Group) >1 e a positividade tumoral ao EBV. A positividade ao CD20 né&o
se mostrou como fator progndstico independente nessa andlise estatistica.
Estabeleceram um modelo prognostico, fundamentado nesses cinco fatores, que
estratificou os pacientes em trés grupos: baixo risco (0-1 fator adverso); risco
intermediario (2-3 fatores adversos) e alto risco (4-5 fatores adversos). O grupo de
baixo risco encerrou 144 pacientes, o grupo de risco intermediario totalizou 92
pacientes e o grupo de alto risco compreendeu 11 pacientes. A SG em cinco anos
dos grupos de risco representou respectivamente: 91%, 66% e 36%. Inferiram a
partir desses resultados, o EBV como fator prognéstico independente no LHc e
recomendaram a propedéutica histolégica de rotina para o EBV, especialmente em
paises que apresentam alta prevaléncia de infeccao por esse virus (ELSAYED et al.,
2014).

Pesquisas acerca do papel do blogueio da PD-1 como fator progndstico
no Linfoma de Hodgkin estdo sendo conduzidas. A infeccdo pelo EBV permite
aumentar a expressao dos ligantes da PD-1 nos LH EBV-positivos. Os ligantes da
PD-1 (PD-L1 e PD-L2) se unem ao receptor da PD-1 nas células T e induzem a via
de sinalizagdo da PD-1, provocando a exaustao da célula T por inibicdo irreversivel
da proliferacdo e ativacdo da célula T. Células tumorais que expressam esses
ligantes em sua superficie utilizam a via da PD-1 para escapar de uma resposta
imunitaria antitumoral eficaz. Considera-se uma potencial vulnerabilidade do LHc no
bloqueio da PD-1 e uma inducao adicional da expressdo de PD-L1 pela infeccdo
viral pelo EBV (ROEMER et al., 2016).

Estudos clinicos e populacionais dos udltimos 16 anos, referentes a
influéncia do EBV no prognéstico do Linfoma de Hodgkin, apresentam-se

sumarizados no Quadro 14.
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Quadro 14— Descricao de estudos clinicos e populacionais que relacionaram o valor
prognostico da presenca do Epstein-Barr virus e Linfoma de Hodgkin
classico nos ultimos 16 anos

Estudo d;a;?nagsr;?a Eg@io(i %) Valor prognadstico do EBV no LHc
Engel et al. 36 68 Positivo
(2000)
Naresh et al. 110 78 Positivo
(2000)
Glavina-Durdov et al. 100 26 EBV + associou-se com maior SLE
(2001) em < 30 anos
Clarke et al. 311 17 Negativo para SLE somente em mu-
(2001) lheres > 45 anos
Vassallo et al. 78 64 Positivo somente para casos LMP-1
(2001) positivos
Flavell et al. 273 29 Nao significante
(2001)
Stark et al. 102 34 Negativo
(2002)
Herling et al. 577 64 N&o significante
(2003)
Krugmann et al. 119 26 Positivo
(2003)
Jarret et al. 437 33 Negativo
(2005)
922 27 EBV + associou-se com melhor so-
Keegan et al. brevida em jovens e pior sobrevida
(2005) em pacientes de maior idade com
EN
56 41 EBV+ associou-se com maior SLE
Kwon et al. em < 25 anos e menor SLE em > 25
(2006) anos
Keresztes et al. 109 43 N&o significante
(2006)
Dinand et al. 118 97 N&o significante
(2007)
Diepstra et al. 412 34 EBV+ associou-se com menor SLE
(2009) em pacientes de maior idade
Souza et al. 97 52,5 Nao significante
(2010)
288 33 EBV+ associou-se com expressao
Kamper et al. de CD68 e CD163, sem significancia
(2011) prognostica
Koh et al. 159 34.5 EBV+ associou-se com pior SLE em
(2012) pacientes > 25 anos
161 70% Alelo HLA-A*02:07: predisponente
Huang et al. para LHc EBV+ e protetor para LHc
(2012b) EBV-
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N 703 22% de A variacdo da sequéncia génica do
Ghesquieres et al. 242 TNFA associou-se com prognostico
(2013) pacientes | em pacientes EBV-
Elsayed et al. 389 44 EBV + como fator prognéstico signifi-
(2014) cante para SG
503 30 Para o EBV-, a classe Il SNP
Johnson et al. rs6903608 prosseguiu como forte
(2015) preditor de risco
Pavlovic et al. 102 30 Sem significaAncia na associagédo de
(2016) Treg FOXP3+CD8+ com EBV
Roemer et al. 108 21 EBV+ induziu expressdo de PD-L1.
(2016) Valor prognostico néo foi analisado
Fonte: A autora
Legenda:
EBV+ — Epstein-Barr Virus positivo SG — Sobrevida Global
EBV- — Epstein-Barr Virus negativo SNP — Polimorfismo de nucleotideo simples
SLE — Sobrevida livre de Eventos Treg — Células T regulatérias
LMP-1 — Proteina de membrana latente-1 FOXP3 — Forkhead winged-helix transcriptio-
EN — Esclerose nodular nal factor
LHc — Linfoma de Hodgkin classico PD-L1 - Ligante de morte programada-1
TNFA - Gene do fator de necrose tumoral—

alfa
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4 METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora (HU-UFJF).
Registrado por meio do numero CAAE 40612614.5.0000.5133 (Anexo A).

Todos os pacientes foram informados acerca da pesquisa e seus
objetivos, bem como da garantia do anonimato e sigilo das informacdes coletadas,
além de serem esclarecidos de que a interrupcao da participacéo poderia ocorrer a
qualguer momento, sem qualquer prejuizo ou dano. Tais informacfes foram
descritas no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A), elaborado
em duas vias, sendo uma delas entregue ao participante e a outra copia arquivada
pela pesquisadora.

A coleta de dados foi iniciada ap6s aprovacéo do estudo pelo Comité de
Etica, em consonancia com a Resolu¢do nimero 466 de 12 de dezembro de 2012
do Conselho Nacional de Saude, que regulamenta pesquisas envolvendo seres
humanos.

A identificacdo das amostras foi codificada para evitar o acesso as
informacdes por terceiros ndo autorizados. Os formulérios originais (Apéndice B)
contendo dados dos pacientes permanecem guardados em local restrito para

assegurar o carater andénimo dos pacientes.

4.2 DESENHO DO ESTUDO

O trabalho foi desenhado com a proposta de um estudo de coorte
histdrico.
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4.3 SELECAO DA POPULACAO

Foram incluidos, nesse estudo, pacientes com Linfoma de Hodgkin
classico, tratados e acompanhados pelos mesmos especialistas em Hematologia
que trabalham no Hospital Ascomcer e no Servigco de Hematologia e Transplante de
Medula Ossea do Hospital Universitario da Universidade de Juiz de Fora.

Totalizaram 60 pacientes com LH matriculados no periodo de janeiro de
2009 a janeiro de 2015.

Os pacientes portadores de Linfoma de Hodgkin Predominancia
Linfocitaria, os portadores de sorologia positiva para o virus da imunodeficiéncia
humana adquirida (HIV), os pacientes com prontuarios incompletos e 0s pacientes
sem amostra anatomopatolégica disponivel ou inadequada para avaliacédo
apresentaram-se inelegiveis para o estudo. Totalizaram 29 pacientes para a analise.

Foram coletados, dos prontuarios médicos, dados dos fatores
prognosticos do Escore Progndstico Internacional (IPS), para doenga avangada no
Linfoma de Hodgkin, que engloba sexo, idade, albumina, leucocitose, linfocitopenia,
estadio clinico e hemoglobina.

Foram também verificados e incluidos, na analise, os fatores de risco
desfavoraveis para doenca limitada, de acordo com o GHSG: doenca extranodal,
Bulky mediastinal, VHS, sintomas B e envolvimento nodal.

O estadiamento dos pacientes foi realizado segundo o preconizado pelo
estadiamento Ann Arbor (CARBONE et al., 1971).

Os subtipos histoldgicos foram estabelecidos.

Classificou-se a resposta ao tratamento utilizando os critérios de resposta
de Cheson e colaboradores de 2007.

Dados acerca da recaida, da realizacdo de transplante e da ocorréncia de

6bito foram reunidos.
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4.4 AMOSTRAS ANATOMOPATOLOGICAS

Foram adquiridas 32 amostras de laboratorios de anatomia patoldgica.
Essas amostras apresentavam-se por laminas e blocos parafinados devidamente
registrados. Devido ao material insuficiente, trés amostras foram excluidas,
totalizando 29 amostras analisadas.

O material histologico foi enviado ao Nucleo de Patologia Quantitativa
(NPQ) do Centro de Patologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL), em S&o Paulo, que
realizou a verificacdo do EBV, através das técnicas de imuno-histoquimica e
hibridizacéo in situ, bem como a revisao histopatologica diagnéstica da amostra de
acordo com os critérios da OMS 2008. Memorando de autoriza¢do da parceria com o
IAL apresenta-se no Anexo B.

As analises das laminas coradas pela hematoxilina e eosina (HE), imuno-
histoquimica (IHQ) e hibridizac&o in situ cromogénica (CISH) foram realizadas por

um unico hematopatologista. Visualiza-se modelo do Laudo no Anexo C.

4.5 METODOS PARA DETECCAO DO EPSTEIN-BARR VIRUS

45.1 Microtomia das amostras

As amostras, incluidas em parafina, foram resfriadas e cortadas no
micrétomo rotativo semimotorizado, modelo Leica RM2245 (Leica Mycrosytems,
Nussloch, Alemanha). Foram realizados cortes com 3 pm para as rea¢des de Imuno-
histoquimica (IHQ) e Hematoxilina-Eosina (HE) e com 5 um para Hibridizac&o in situ
cromogénica (CISH).

Os cortes histologicos foram estendidos em banho-maria histolégico,
modelo PAT BH-10, com &gua destilada a 40°C e coladas em laminas previamente
tratadas. As laminas foram deixadas em estufa de secagem a 60°C durante a noite.
Foi utilizada uma navalha para cada amostra, para evitar a contaminacgao cruzada.

As laminas empregadas sdo da marca Star Frost Knittel Glass, referéncia

(ref) K580 (Glasbearbeitungs GmbH, Braunschweig, Alemanha).
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4.5.2 Coloragdo de Hematoxilina-Eosina

Apds processo de microtomia das amostras, as laminas foram
desparafinadas em xilol (Panreac Quimica S.L.U, ref.131769.1611, Barcelona,
Espanha) a 60°C, em estufa de secagem e a temperatura ambiente, por 20 minutos
cada etapa.

Subsequentemente, as laminas foram lavadas com concentracdes
decrescentes de etanol (Merck, ref.1.00983.1000, Darmstadt, Alemanha), por 5
minutos, em cada cuba, na cabine de seguranca quimica. Empregou-se nova
lavagem em agua corrente e destilada e, apdés essa lavagem, as laminas foram
mergulhadas em solugéo de Hematoxilina por 1 minuto. Novamente, foram lavadas
em agua corrente e destilada e apds, mergulhadas em solucdo de agua amoniacal
por 3 segundos. Repetidamente, foram lavadas em agua corrente e destilada e
apos, mergulhadas finalmente, em etanol por 1 minuto e em solu¢cdo de Eosina
alcodlica por 30 segundos.

O excesso foi retirado em papel toalha e as laminas foram mergulhadas
em etanol e xilol e apds, cobertas por laminula e fixadas com Entellan Neu (Merck,
ref.1.07961.0100, Darmstadt, Alemanha).

Posteriormente, efetuou-se analise microscopica histopatolégica
diagnostica de acordo com a classificagcdo da OMS de 2008, para Linfoma de
Hodgkin.

4.5.3 Reacdo de imuno-histoquimica para a proteina  latente de membrana 1

do Epstein-Barr virus

Apds o processo de microtomia das amostras, descrito anteriormente, as
laminas foram desparafinadas em xilol a 60°C, em estufa de secagem e a
temperatura ambiente por 20 minutos cada etapa e reidratadas com concentracoes
decrescentes de etanol, por 5 minutos em cada cuba, na cabine de seguranca

quimica.
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Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua corrente e destilada, e
imersas em solucdo tampédo citrato 10 mM pH 6,0. Essa etapa € necesséria para
recuperacéo do antigeno. A seguir, colocadas em ebulicdo na panela de presséo por
3 minutos.

Procedeu-se ao bloqueio da peroxidase endégena com H202 a 6%, com
trocas de 5 minutos cada e em seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente,
destilada e solucéo salina tamponada com fosfatos (PBS-phosphate bufffered saline)
10mM pH 7,4 por 5 minutos.

ApoOs essa etapa, foi aplicado o anticorpo priméario (Monoclonal Mouseanti
Epstein-Barr Virus, LMP; Dako ref. M0897, Glostrup, Dinamarca) e a seguir, as
laminas foram diluidas em tampdo PBS (meio de cultura) contendo soroalbumina
bovina (BSA) a 1% (Inlab, ref.1870, S&o Paulo) e azida sddica a 0,1% (Merck, ref.
6688, Rio de Janeiro), durante 30 minutos a 37°C e por 18 horas a 5°C, em camara
Uumida, a fim de inibir fungos e bactérias.

ApoOs término desse procedimento, as laminas foram lavadas em tampéao
PBS com 3 trocas de 3 minutos cada e incubadas com o polimero Value Primary
Antibody Enhacer do sistema de amplificacdo (UltraVision LP Value Large Volume
Detection System HRP Polymer, Thermo Scientificcat# TL-125-HLS) por 20 minutos,
a 37°C e, a segquir, foi realizada nova lavagem com o mesmo tampao PBS, com 3
trocas de 3 minutos cada e entdo, as laminas foram incubadas com o mesmo
polimero anteriormente citado, por 30 minutos a 37°C. Ultima lavagem com tamp&o
PBS foi realizada, com 3 trocas de 3 minutos cada.

Para revelar a reagao, as laminas foram incubadas em solug&o substrato
cromogeno, por 5 minutos, a 37°C e ao abrigo da luz. Essa solucéo incluia 100 mg
de 3,3 diaminobenzidina (Diaminobenzidine Tetrahydrochloride — DAB; Sigma, ref.
D-5637, St Louis, MO, EUA), 1 ml de Dimetilsulféxido (J T Baker, ref. 9224-03), 1 ml
de H202 6% e 100 mL de PBS.

Apos a incubacao com solucédo cromogénica, a lamina de controle positivo
foi avaliada no microscopio O6ptico Olympus CX22LED, a fim de verificar o
desenvolvimento do precipitado castanho dourado, como produto final da reacao.

Apoés essa andlise confirmatdria da lamina de controle, as laminas foram
lavadas, contracoradas com Hematoxilina de Harris por 30 segundos. Procedeu-se a
novas lavagens com agua amoniacal, etanol seriado crescente e xilol, para

diferenciacao e desidratacéo.
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Na cabine de seguranca quimica, as laminas receberam as laminulas e o
Entellan, finalizando assim, o processo de imuno-histoquimica (IHQ).

A sequir, as laminas foram analisadas e estudadas ao microscopio.

4.5.4 Hibridizacdo in situ cromogénica para Epstein-Barr virus

As amostras preparadas em laminas de vidro foram inicialmente
desparafinadas em xilol e etanol. A seguir, foi usada solugdo com H202 a 6% para
bloquear a atividade da peroxidase endodgena. Apds lavagem, foi aplicada 1 a 2
gotas de Solucédo de Pepsina (ES1) por 3 minutos a 37°C em camara Umida para o
processo de desproteinizagao.

A sequir, foi aplicado 10 pL da sonda sobre cada amostra, que foi coberta
com laminula e selada com o selante Fixo Gum, (ref.2901 17000, Marabu GmbH,
Bietigheim-Bissingen, Alemanha).

As laminas foram incubadas por 5 minutos a 75°C no hibridizador para o
processo de desnaturacdo de acidos nucléicos celulares indesejados e hibridizadas
por 90 minutos a 55°C.

ApoOs a hibridizacéo, as laminas foram lavadas e, a seguir, aplicou-se 25
uL do anticorpo monoclonal Mouse anti DIG (AB1) em cada lamina. Foram cobertas
com laminula e incubadas por 60 minutos a 37°C na camara umida. Apos nova
lavagem, aplicou-se 25 uL do anticorpo monoclonal Anti Mouse HRP Polymer (AB2)
em cada lamina, cobrindo com laminula.

Procedeu-se a outra incubacao por 30 minutos a 37°C na camara umida,
com posterior lavagem. Para a revelagdo com cromogeno, foi aplicado 50 pL do
DAB Solution por lamina, com incubacgéo posterior de 15 minutos a 37°C.

A seguir, as laminas foram coradas com Hematoxilina de Harris por 10
segundos.

A positividade foi demonstrada pela coloracdo nuclear marrom dourado
visualizada em microscoépio optico Olympus CX22LED (Figura 5).
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Figura 5 — Hibridizagdo in situ para virus Epstein-Barr em células tumorais do
Linfoma de Hodgkin
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Notas:

A) Amostras preparadas em laminas de vidro; D) Células de Hodgkin demostrando a marca-

B) Hibridizador Automatico de laminas modelo ¢ao nuclear castanho dourada para os
DAKO S2450; transcritos EBER. 40x.

C) Ceélulas de Reed-Sternberg e Hodgkin (se-
tas) negativas para EBER. 40x;

A determinacdo do Virus Epstein-Barr pela hibridizagdo in situ
cromogénica foi obtida empregando-se o Hibridizador automatico de laminas modelo
Dako S2450 (DakoCytomation Denmark A/S, Glostrup, Dinamarca).

Para deteccdo do EBER-RNA do EBYV foi utilizada a sonda conjugada a
digoxigenina (ZytoFast EBV Probe Digoxigenin-labered ref. T-1114-400; ZytoVision
GmbH, Bremerhaven, Alemanha).

Para deteccdo dos hibridos por polimero conjugado a peroxidase, foi
aplicado o Kit HRP-DAB ZytoFast Plus CISH implementation.

Controles positivos e negativos atestaram a fidelidade das reacoes.
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A Figura 6 ilustra os controles positivos e negativos das reacoes de IHQ e
ISH para deteccdo do EBV. A Figura 7 condensa fotomicrografias de HE, IHQ e ISH
de células tumorais de pacientes do estudo.

Figura 6 — Controles positivos e negativos das reacdes de imuno-histoquimica e
hibridizacéo in situ
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Notas:
A) Controle EBV-negativo da IHQ pela omissdo C) Controle EBV-negativo da ISH utilizando
de anticorpo primario. 40x; sonda negativa. 40x;

B) EBV LMP-1 controle positivo. 40Xx; D) EBV ISH controle positivo. 40x.
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Figura 7 — Fotomicrografias das amostras histolégicas de dois pacientes do
estudo: hematoxilina-eosina, imuno-histoquimica e hibridizacao in situ
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Notas:

Exemplos A, B e C referem-se a amostra NPQ 1489 de paciente EBV negativo.

Exemplos D, E e F referem-se a amostra NPQ 1560 de paciente EBV positivo.

A) Subtipo Esclerose Nodular, Hematoxilina-eo- E) EBV positivo por IHQ; marcacao citoplasma-

sina (HE) 40x; tica para o LMP-1 nas células de Reed Stern-
B) EBV negativo por IHQ; berg/Hodgkin;
C) EBV negativo por ISH; F) EBV positivo por ISH, marcacéo nuclear mar-

D) Subtipo Celularidade Mista, HE 40x; rom dourada para o EBER.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Andlise descritiva foi realizada através de distribuicbes de frequéncias,
medidas de tendéncia central e de variabilidade.

A relacdo entre a presenca do EBV e outras variaveis categoricas foi
analisada pelo teste do Qui-Quadrado ou pelo teste exato de Fisher. O tamanho do
efeito foi avaliado pelo V de Cramer (V), utilizando a classificagéo 0,2 (pequeno), 0,5
(moderado) e 0,8 (elevado) (COHEN, J. A., 1992), e pela razdo de chances (RC)
com os respectivos intervalos de confianca de 95% (IC95%).

A concordancia entre os métodos de identificagéo da positividade ao EBV
e entre os avaliadores na classificagdo histologica foi realizada através do teste
Kappa, utilizando a classificacdo proposta por Landis e Koch, sendo considerado
excelente valor acima de 0,80 (LANDIS; KOCH, 1977).

As funcdes de sobrevida foram calculadas pelo Método Kaplan-Meier e
testes de Log-Rank foram usados para comparar curvas. A sobrevida global foi
definida como o tempo decorrido da data do diagndstico até a data de obito ou data
da ultima avaliacdo. A sobrevida livre de eventos foi definida como o tempo
decorrido do diagnostico da doenca ao diagndstico de recidiva ou do 6bito. Na
auséncia de 6bito ou recidiva, os pacientes foram censurados na data da ultima
avaliagcdo. Para analisar os fatores associados a sobrevida livre de eventos foi
utilizado o Modelo de Cox, sendo calculados os hazard-ratios com 0s respectivos
1C95%.

A analise multivariada incluiu variaveis que apresentaram p < 0,15 nos
modelos univariados.

As caracteristicas gerais e as curvas de sobrevida dos pacientes incluidos
e excluidos foram comparadas, a fim de observar diferencas significativas.

O valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.

Todas as andlises foram realizadas no IBM SPSS Statistics 17 (IBM
Corp., Armonk, NY).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussao serdo apresentados sob a forma do artigo
intitulado “Expression of Epstein-Barr virus in classical Hodgkin’s Lymphoma tumor
cells: Correlation of unfavorable factors and survival”, o qual foi submetido a revista
Infectious Agents and Cancer (Anexo D).

Demais resultados apresentam-se no (Apéndice C).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo compreendeu todos os pacientes portadores de Linfoma de
Hodgkin classico, tratados e acompanhados pela mesma equipe médica do Hospital
Universitario e do Hospital Ascomcer — ambos de Juiz de Fora — matriculados nestas
instituicbes, no periodo de janeiro de 2009 a janeiro de 2015, com material
histopatoldgico disponivel.

A representacdo clinica, demografica e histopatologica do grupo
amostrado permite caracterizar a doenca como acometendo jovens (média de 33
anos), com proporcdo aproximada de homens e mulheres, predominantemente de
subtipo histologico esclerose nodular e de estadiamento limitado desfavoravel, com
curvas de sobrevida global e livre de eventos semelhantes as constatadas em
estudos clinicos.

Diferencas estatisticas significantes ndo foram verificadas entre a
positividade ou negatividade do EBV e os fatores desfavoraveis e prognésticos do
Linfoma de Hodgkin. A ampliacdo do numero de casos € essencial para obter
conclusdes definitivas em relacdo ao valor prognostico destas variaveis.

Além disso, recentes estudos clinicos e pré-clinicos demonstraram que o
microambiente tumoral do LH representa um alvo terapéutico promissor, fomentando
a esperanca de que novas estratégias de tratamento focados na interface entre as
células malignas e reacionais surgirdo em breve. Contudo, 0s principais motivos
para o insucesso das definicdes clinicas consistem na falta de reprodutibilidade entre
coortes de pacientes independentes e implicacbes prognosticas que né&o
apresentam magnitude significativa para justificar uma mudanca na conduta clinica.

O aumento dessa série de casos é crucial para alcancar resultados
definitivos em relacédo a essa questdo, pois a determinacdo do EBV como marcador
prognéstico para o Linfoma de Hodgkin agrega o entendimento da biologia e
progresséo dessa doenca além de influenciar nas decisdes terapéuticas.
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7 CONCLUSAO

Os pacientes EBV positivos apresentaram maior SLE (mediana de 93
meses) quando comparados aos pacientes EBV negativos (mediana de 36 meses),
embora a diferenca nédo apresentasse significancia. Observou-se uma associacao da
positividade do EBV com o subtipo histoldgico celularidade mista e uma tendéncia
de associagdo do virus com idade acima de 45 anos.

A deteccdo do EBV nas células tumorais do LH classico em 37,9% dos
pacientes de nosso estudo corrobora os dados de grandes séries.

A chance de recidiva foi 6,9 vezes maior nos pacientes que apresentavam
sintomas B ao diagndstico, considerando que os sintomas B, associados aos valores

de VHS, integram os riscos desfavoraveis da doenca limitada.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclare  cido

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP HU/UFJF
JUIZ DE FORA - MG - BRASIL

Pesquisador Responsavel: Graziela Toledo Costa Mayrink
Endereco: Rua Catulo Breviglieri, s/n — Bairro: Sta Catarina.
CEP: 36036-000 - Juiz de Fora - MG

Fone: (32) 91096682

E-mail: grazimed@hotmail.com

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
“Deteccdo do Epstein-Barr virus nas células tumorais de pacientes portadores de Linfoma de
Hodgkin: uma avaliacdo progndstica™. Neste estudo pretendemos identificar a presenca do
Epstein-Barr virus (EBV) em material anatomopatologico (laminas e parafina), e avaliar os
dados encontrados com a ocorréncia de recidiva da doenca (Linfoma de Hodgkin — LH). O
motivo que nos leva a estudar € a tentativa de conhecer melhor o comportamento da doenca
(Linfoma de Hodgkin).

Para a realiza¢do da coleta de dados, acessaremos as informacdes do seu prontuario,
com o intuito de caracterizar os pacientes analisados. Serdo coletados dados a respeito da
data do diagnostico, medicac¢des utilizadas, entre outros.

Para a analise laboratorial, solicitamos o consentimento para uso de material
anatomopatoldgico que o Sr. ja possua, encaminharemos o material para analise laboratorial
para identificacdo da presenca do Epstein-Barr virus.

Consideramos esta pesquisa importante para conhecermos 0 perfil dos pacientes
atendidos no Servico de Hematologia e Transplante de Medula Ossea do HU/UFJF e
ASCOMCER, com a tentativa de identificar fatores que possam interferir na recidiva da
doenca.

Para participar deste estudo vocé ndo terda nenhum custo, nem recebera qualquer
vantagem financeira. Vocé sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto que
desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu
consentimento ou interromper a participacao a qualquer momento. A sua participacdo é
voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na
forma em que é atendido pelo pesquisador. Este estudo apresenta risco minimo, ou seja,
mesmo risco de atividades rotineiras, a perda de dados e constrangimento. Apesar disso vocé
tem assegurado o direito de ressarcimento ou indenizacdo no caso de quaisquer danos
eventualmente produzidos pela pesquisa.

O pesquisador ird tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, ou seja,
nenhuma informacao pessoal sera divulgada.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicao quando finalizada. Seu nome ou o
material que indique sua participacdo nado sera liberado sem a sua permissdo. O (A) Sr (a)
nao sera identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia
sera arquivada pelo pesquisador responsavel e a outra sera forecida a vocé. Caso haja
danos decorrentes dos riscos previstos, o pesquisador assumira a responsabilidade pelos
mesmos.



Eu, , portador do
documento de Identidade fui informado (a) dos objetivos do estudo
“Detecgdo do Epstein-Barr virus nas células tumorais de pacientes portadores de Linfoma de

Hodgkin: uma avaliacdo prognostica”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informac¢des e modificar minha
decisdo de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo
de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as

minhas duavidas.

Juiz de Fora, de de 20___

Nome Assinatura participante Data
Nome Assinatura testemunha Data
Nome Assinatura pesquisador Data

Em caso de dlvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o
CEP HU - Comité de Etica em Pesquisa HU/UFJF

Hospital universitario Unidade Santa Catarina

Prédio da Administracdo Sala 27

CEP 36036-110

E-mail: cep.hu@ufjf.edu.br
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APENDICE B — Formulério para obtenc&o dos dados dos

pacientes

Formuléario de coleta de dados do Projeto Linfoma de Hodgkin :

Namero formulario:

Hospital:

Registro do prontuario :

Nome:

Iniciais: DN: / ]

Identidade/CPF/CNS:

Enderego:

Telefones: ( )

¢ 2

Email:

Data do diagnostico: (IMH) ___ [ /

Data do TMO ( infus&o): he /

TMO: D auto Daio DSP

Sinais/ Sintomas relacionados:

Febre _ S _ N Sudorese notuma _ S __ N
Prurido: _ S __ N Lesdes Dermatoldgicas: __ S __N
Linfonodomegalias: __S __N Qis?

Idade ao diagnéstico: Idade recidiva: Sexo:
LDH: VHS: Albumina:
Hemograma:

HB: LG: Plaqu:

AntiEBV: IgG__S _N
IgM__S _N
Sorologias positivas:
Perfomance status:
Infecgdo prévia:
Comorbidades:

Doenca auto imune:
HivV? _S _N

Drogas IMmunossupressoras:

Familia: _S __N

Emagrecimento: __ S __ N

Extranodal: __S N

Etnia:

Ac. Urico:
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Tipo histologico:  (IMH) Data: / /

1=
2-
3
4-
5-
&

Predominancia linfocitaria nodular
Rico em linfocitos

Esclerose nodular

Celularidade mista

Deplecéao linfocitaria

Nao especificado

Transformacgdo apos diagnéstico: S N Especificar: Data:__ [/ /

Estadiamento:

1-

e

BMO:

|- envolvimento de uma cadeia ganglionar ou estrutura linfoide ( bago, timo, anel de waldeyer) ou envolvimento de
local extralinfatico ( IE)

Il- envolvimento de duas ou mais cadeias ganglionares localizadas no mesmo lado do diafragma, que pode ter
cantlguudade com um local extralinfatico ( lIE)

llI- envolvimento de ganglios linfaticos em ambos os lados do diafragma, que pode ter contiguidade com um local
‘extralinfatico ( NIE), ou envolvimento do bago ( llIS), ou ambos ( HIES)
__ IV —envolvimento disseminado de um ou mais orgdos extralinfaticos, com ou sem envolvimento ganglionar, ou
ainda envolvimento de um local exitralinfatico com envolvimento ganglionar a distancia. Inclui ainda qualquer
envolvimento do figado, medula éssea, pulmbes ou liquido cefalorraquidiano.

outro 6rgao envolvido: especificar:

desconhecido

SN

Sintomas sistémicos ao diagnadstico:

1
2 _
B e

__ A sem sintomas B
B ( febre, sudorese noturna, perda de peso inexplicada > 10 % em 6 meses antes do tratamenio)
desconhecido

Envolvimento esplénico ou extranodal no diagndstico:

1=

2-

3-

S
N
__desconhecido
LOCAL SiM NAO

0SS0
MEDULA OSSEA
CEREBRO
LCR

ESPACO EPIDURAL

TGl

RIM

FIGADO

PULMAO

PLEURA

PELE

BACO

OUTRO LOCAL/
ESPECIFICAR




2- desconhecido
Acima do limite normal:
Kamofsky: ECOG:

Tratamento:
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1% linha

QT S

Data de inicio:

Data de témino:

alemtuzumab

ibritumomab tiuxetan

rituximabe (anti-
CD20)

tositumomab
(Bexxar)

outro anticorpo
monocional /

carmuslina

carboplatina

cisplatina

cladribina

corticosteroides

eloposide

fludarabina
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ifosfamida

methotrexate

mitoxantrona

moslarda
nitrogenada

pentostatina

procarbazina

vinblastina

vincristina

outro tratamento /
especificar

1% linha

2% linha

RT

Data de inicio:

Data de témino:

mediastino

outros sitios /
especificar

1% linha

2% linha

Cirurgia

Data:

Esplenectomia

Qutro local /
especificar

1% linha

2° linha

S

Esta foi a terapia para *
priming de stem cell?”




12 linha 2% linha
Melhor resposta da RC RCI RC RCI
linha de terapia
RP NR /DS RP NR /DS
PROG DESC. QU PROG DESC. OU
NAO AVAL. NAO AVAL.
Data de avaliagéo
da resposta

Legenda:

RC: remissdo completa: desaparecimento complete de toda doenga conhecida por >/ 4 semanas
RCI: remissao completa indeterminada: a definicio acima com a excegdo de persistir anormalidades radiol6gicas de significado

descocnhecido
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RP: remiss&o parcial :>/ 50 % redugio no maior didmetro de todos os locais de doenga conhecida e sem novos silios de doenca

NR/DS: ndo respondeu / doenga estavel: < 50 % reducgéo no maior didmetro de todos os sitios de doenga conhecida

Prog: aumento do tamanho da doenga conhecida ou novos locais de doenca.

12 linha 2% linha

S N S

QOcorreu recidiva ou
progressao apos essa
linha de terapia

Data da recaida /
progressao:

Avaliagdo da doenga pré- TMO:

Tem PET? S N

Foi positivo? S N

Envolvimento nodal antes do TMO? ___ S N

Especificar o nimero total de regides nodais envolvidas:

1- uma regido nodal
2- duas ou mais
3- desconhecida
Especificar o maior tamanho da massa: cmx cm

No momento de avaliagio pré TMO, presenga de envolvimento extra nodal?

__S

__ N
__Desconhecida

LOCAL SIM NAO

0S8s0

MEDULA OSSEA

CEREBRO

LCR

ESPACO EPIDURAL
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TGl

RIM

FIGADO

PULMAO

PLEURA

BELE

BACO

OUTRO LOCAL /
ESPECIFICAR

Foi realizado teste molecular para avaliagao de status de doenga pré tmo?

S N

Data__/ |/

Doenca foi detectada? S N

Qual a sensibilidade do linfoma a QT realizada antes do TMO? { antes < 6 meses antes do TMOQ)

sensivel: >/ 50 % de redugdo no didmetro bidimensional de todos os sitios de doenga , sem novos locais
resistente: < 50 % reducéo no diametro de todos os sitios de doenga, ou desenvolvimento de novos locais

néo tratado: nenhuma terapia administrada nos 6 meses antes do TMO
desconhecida

Qual foi o status de remissdo da doenga imediatamente antes do regime preparatério para o TMO?

1- __ doenca néo tratada

2- ___ faléncia na indugdo priméria- resistente: nunca em remisssao completa mas com doenga estavel ou progressiva no
tratamento

3- __ falencia de indugdo priméria — sensivel : nunca em remissdo completa mas com remissio parcial n o tratamento

4- __ faléncia de inducéo primaria — sensibilidade desconhecida

5- ___ remissdo compleia primaria: sem recaida de medula dssea ou extramedular antes do TMO

6- __ remissdo completa secundaria

7- ___ remissdo completa tercidria ou subsequente

8- ___ remiss&o complefa primaria indeterminada: como acima com excecio de persisténcia de anormalidades radiologicas de

significado desconhecido
9- ___ remissdo completa secundaria indeterminada

10- remissdc completa terciaria ou subsequente indeterminada
11- recaida primaria - ndo tratada: inclui recaida de medula 6ssea e extramedular
12- recaida primaria — resistente: doenca estavel ou progressiva com tratamento

13 - recaida primaria — sensivel: remissao parcial: se remissao completa , classificar como item 6

14 - recaida primaria — sensibilidade desconhecida

15- ___ recaida secundaria — n3o iratada: inclui recaida de medula 6ssea e extramedular

16 - ___ recaida secundaria — resistenfe: doenga estavel ou progressiva com tratamento

17 _____ recaida secundaria — sensivel: remiss&o parcial : se remiss&o completa, considerar como item 7
18- __ recaida secundaria — sensibilidade desconhecida

19-___ recaida terciaria ou subsequente — n3o tratada: inclui recaida de medula 6ssea e extramedular
20- ___ recaida terciaria ou subsequente — resistente: doenga estavel ou progressiva com fratamento
21-___ recaida terciaria ou subsequente — sensivel : remissdo parcial ( se conseguir remiss&o completa, considerar como item
7

22- __ recaida terciaria ou melhor sensibilidade desconhecida

Data da avaliagfio mais recente do status da doenca antes do TMO:

Assinatura:

Nome completo:

Tel:

E- mail:
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APENDICE C — Demais resultados encontrados na pesqu  isa

Tabela 1 — Caracteristicas do grupo incluido (n = 29) e excluido (n = 30)

Incluidos Excluidos
Caracteristica p
n % n %

Sexo

Feminino 14 48,3 15 0.89

Masculino 15 51,7 15 !
Idade

Menor que 45 anos 22 75,9 26 0.29

Maior ou igual a 45 anos 7 24,1 4 '
Subtipo histolégico

Esclerose nodular 19 65,5 25 0.02

Celularidade mista 10 34,5 5 ’
Estadio clinico

Limitado 18 62,1 12 0.09

Avancado 11 37,9 12 '
DHL*

Normal 15 71,4 10 041

Aumentado 6 28,6 7 !
NUmero de Sitios nodais

Menor que trés 10 34,5 7 035

Trés ou mais 19 65,5 21 ’
Sitios extranodais

Presente 5 17,2 13 0.02

Ausente 24 82,8 15 !
Sintomas B

Presente 15 51,7 20 0.18

Ausente 14 48,3 9 !
Doenca Bulky

Presente 9 31,0 13 0.23

Ausente 20 69,0 15 !

Fonte: A autora
Legenda:
DHL — Desidrogenase latica

Notas: * Dado ausente em 8 pacientes;
p< 0,05;
Total de pacientes do Grupo excluido: 31. Porém 1 paciente nao apresentava dados no
prontuario e foi excluido do estudo e dessa analise.



Tabela 2 — Caracteristicas da populacao versus recidiva/obito
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Recidiva/Obito Recidiva/Obito
L Sim (n=10) N&o (n=19)
Caracteristica OR (IC95%)
N % N %
Idade (anos)
245 1 14,3 6 85,7 0,37 0,24 (0,02 - 2,36)
<45 9 40,9 13 59,1
Sexo
Masculino 5 33,3 10 66,7 0,89 0,90 (0,19 - 4,16)
Feminino 5 35,7 9 64,3
Subtipo Histoldgico
Celularidade mista 3 30,0 7 70,0 0,71 1,36 (0,26 — 7,04)
Esclerose nodular 7 36,8 12 63,2
Estadio clinico
Avancado 4 33,3 7 66,7 0,87 1,14 (0,24 - 5,50)
Limitado 6 36,4 12 63,6
Envolvimento nodal
2 3 areas 8 42,1 11 57,9 0,23 2,91 (0,48 — 17,55)
<3 areas 2 20,0 8 80,0
Sintomas B
Sim 8 53,3 7 46,7 0,05* 6,86 (1,12 —41,83)
Nao 2 14,3 12 85,7
EBV
Positivo 2 18,2 9 81,8 0,23 0,28 (0,05 - 1,67)
Negativo 8 44,4 10 55,6

Fonte: A autora

Nota: *Diferenca estatisticamente significante, p < 0,05

Tabela 3 — Concordéancia da Classificacdo do subtipo histolégico

Subtipo Histolégico Revisado

Subtipo Histoldgico Total
ubtpo g Celularidade mista Esclerose nodular
n (%) n(%)
Celularidade mista 10 (76,9) 3(23,1) 13 (100,0)
Esclerose nodular 0 (0,0) 16 (100,0) 16 (100,0)
Total 10 (34,5) 19 (65,5) 29 (100,0)

Fonte: A autora
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Tabela 4 — Positividade do virus Epstein-Barr pelas técnicas de inumo-hisquimica
e hibridizacéo in situ cromogénica
CISH / EBER
IHQ /LPM-1 EBV negativo EBV positivo Total
n (%) n(%)
EBV negativo 17 (100,0) 0 (0,0) 17 (100,0)
EBV positivo 1(8,3) 11 (91,7) 12 (100,0)
Total 18 (62,1) 11 (37,9) 29 (100,0)
Fonte: A autora
Legenda:
IHQ - Imuno-histoquimica CISH - Hibridizag&o in situ cromogénica

LPM-1 — Proteina de membrana latente tipo 1
EBV - Virus Epstein-Barr

EBER - Acido ribonucleico do EBV



Figura 8 —
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Tempo de sobrevida global de pacientes com Linfoma de Hodgkin
incluidos (n = 29) e excluidos (n = 30) no presente estudo
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Figura9 — Tempo de sobrevida livre de eventos de pacientes com Linfoma de
Hodgkin incluidos (n = 29) e excluidos (n = 30) no presente estudo
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ANEXO A — Aprovacdo do Comité de Etica pela Platafo  rma Brasil

— DADOS DA VERSAO DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Deteccido do Epstein-Barr virus nas células tumorais de pacientes portadores de Linfoma de Hodgkin
Pesquisador Responsavel: Graziela Toledo Costa Mayrink

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 40612614.5.0000.5133

Submetido em: 05/05/2015

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA UFJF

Situagdo da Versao do Projeto: Aprovado

Localizagdo atual da Versdo do Projeto: Pesquisador Responsavel

P: inador Principal: Fi Proprio

Comprovante de Recepgio: m PB_COMPROVANTE_RECEPCAO_439976

+ DOCUMENTOS DO PROJETO DE PESQUISA

—  LISTA DE APRECIAGOES DO PROJETO

Pesquisador

P — e D a s Exclusiva do Alos
Apreciagdao Responsavel * Versdo Submissdo Modificagdao Situagdo Centro Coord. * ¢
Graziela Toled -
PO Costa Mayrink 3 05/05/2015 12/05/2015 Aprovado Nio A e e +
|+ HISTORICO DE TRAMITES
LEGENDA:
(*) Apreciagio
PO = Projeto Original de Centro Coordenador POp = Projeto Original de Centro Participante POc = Projeto Original de Centro Coparticipante
E = Emenda de Centro Coordenador Ep = Emenda de Centro Participante Ec = Emenda de Centro Coparticipante
N = Notificacdo de Centro Coordenador Np = Notificacéo de Centro Participante




122

ANEXO B — Memorando de autorizagdo para parceria d e projeto de pesquisa
do Instituto Adolfo Lutz

-:': .3 5'->?, /.‘\\ lj
SECRETARIA DE ESTADO DASAUDE ~ SSRON— Tititte
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS ]! ] T
INSTITUTO ADOLFO LUTZ HNIRE S aqtstl
Centro de P.;m]ogia INSTITLTO AL A LA 1 2

Nicleo de Patologia Quantitativa

S30 Paulo, 29 de Abril de 2014,

Memorando NPQ n® 03/2014

A Diretoria Gera!
Sra Diretora Geral Substituta
Dra Carmem A Freitas Oliveira

Assunto: Autorizagdo para estabelecimento ¢e parceria para desenvolvimento
de Projeto de Pesquisa

O Nicleo ce Patologia Quantitativa (e Molecuiar) (NPQ) possui
infraestrutura e expertise para padronizar e executar os marcacores ¢o Projeto
ce Mestrado ce Graziela Toledo Costa Mayrink do curso de Pés - Graduagdo em
Saude Brasileira da Faculdace ce Medicina da Universidade Federa! de Juiz Ce
Fora / MG intitulado “Detecgdo do Epstein-Barr virus nas células tumorais ce
pacientes portadores de linfoma ce Hodgkin: uma avaliagdo prognéstica”

O projeto terd 2 participegdo ¢ mécica patologista especidlista em
linfomas, Dra. Yara ¢e Menezes do Nicleo de Anatomia Patolégica que avaliard
0s resutacos das reagdes.

Uma das linhas de pesguisa do NPQ é a "Caracterizagdo biomolecular de
coengas neoplésicas e infecciosas através da hidricizagdo in situ”. Esta linha
tem como objetivos realizar a caracterizagdo biomolecular de doengas
neoplésicas ¢ infecciosas em amostras fixadas em formalina e incluidas em
parafina, utilizancdo sondas moleculares, através ca técnica ce hibricizagdo in
situ, aplicidveis na rotina diagnostica e na pesquisa.

Esta parceria visa complementar um projeto em fase de conclusdo
realizada no NPQ intitulado “Estudo comparativo de cinco sondas comerciais
para hibridizacdo in situ do virus Epstein - Barr nos casos de linfoma de
Hodgkin subtipo esclero nodular”,

A pesquisadora compromete-se a financiar o projeto e doar os reagentes
remanescentes, ndo honerando cesta forma a nossa Institui¢do.

A pesguisadora solicita ainda, 2utorizagdo para acompanhar 2 execugao
das técnicas no laboratdrio, pois ndo existe na regido ce Juiz de Fora quem
realize a técnica de hibridizagdo in situ.

Av. Dr. Amaldo, 351 = ¥ andar - Laboratdrio 705 ~ Pacaembu - 830 Paulo - SP
CEP: 01246-000 ~ Tel, (011) 30682574 - Email: patomol & isl.sp.gov.br



SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE —
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS L TEE :
INSTITUTO ADOLFO LUTZ S84
Centro de Patologia Lo gy L oo g g
Nicleo de Patologia Quantitativa

Informamos que a pesquisadora poderd realizar o estdgio no NPQ, desde
que sejam preenchidas as formalidades legais requeridas pelo Nicleo de
Selegdo / Desenvolvimento de Recursos Humanos do IAL.

O IAL tem entre as suas missdes “Realizar pesquisa cientifica e de inovagéo
tecnolégica de interesse em SaOde Piblica e Formar recursos humanos
especializados para laboratérios de interesse 3 Salde Piblica”.

Solicita ainda Declaraglo de anuéncia da Diregdo do IAL para inclusdo do
nome da Instituicdo como parceira na Plataforma Brasil.

Os resultados gerados por este Projeto poderdo ser apresentados em
Congresso ou na forma de artigo cientifico, divuigando o nome do Instituto
Adolfo Lutz.

Desta forma, o Projeto apresentado vai de encontro as linhas de pesquisas
desenvolvidas por este Nicleo.

Atenciosamente,

Av. Dr. Amaldo, 351 ~ 7° andar — Laboratério 705 ~ Pacaembu ~ S0 Paulo - SP
CEP: 01246-000 - Tel. (011) 3068-2874 ~ Email: patomol@ial.sp.gov.br
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ANEXO C — Modelo do laudo de revisdo histologica e

deteccdo do virus Epstein-Barr pelo Instituto Adolf 0 Lutz

£

SECRITARA DE ESTADO DA SAUDE
COORDINADORIA Of CONTROLE Of DOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ - CENTRO O PATOLOGA
NUCLEO DE PATOLOGIA QUANTITATIVA
Av: Dr. Arnaldo, 355-7% andar. CEP.01246 000 Tel: 11-3068-2874 e-mait: patomol @ial sp.gov.be
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das metodologias de

Bopsia N®:813-26753-1, 2e 3 N L NPQ. 14832015 SGM:
Paciente
dade: Sexo. (  JF { W™
Méco Requntante: Ora. Grariels Toleco Costa Mayrink

Instituicdo/Origem: Mospital Universitino da Univ Federal Juiz de Fora Médico Instituigdo: Dra Yara de Menezes
Doerga de Base: Linfoma de Hodghin Esclerose Nodular, Estadiamento 118

Revisdo de caso com pesquing de [BV por hdndiacio in ity

Material Enviado: (03 Jetocos [ 02 Jiminas ( Jragmentos {  Weioliguido
Topografia: Linfonoda Sngulo venoso Fuacor vtilizado: Formol
Entrada no Ndcdleo: 08.01.2015

Metodologa:  HR2II0 n Htw Cromophnica utizando sonda conugada 3 dgorigening, detectada por polimero conjugado 4 peroxidase. A
posithidace ¢ demonstrada pels coloragdo ruciear marrom dowrado. Controles positve € negatvo stestam & fidelidade ¢a reagdo

IMAGEM RESULTADO
= Linfoma de Hodgkin esclerose nodular com
o, sg‘f}!.'qi.' @ ’,.o 3 " .|imuitas células neoplasicas e focos de
.... o. ? '.,.': O -+ L . | LA s ne(fose.
Ot AL 0,‘“-.‘ o' e - ’ . ,.' *  _||CISH - EBER: POSITIVO em numerosas
9% St 2. %5 - . o oY 2 ||eélulas neoplasicas
R egsr’ F . . / A N P ‘
R FLO OSSR S A IHQ - LMP1: POSITIVO em numerosas
. .g:.o 8 ' < . . v T “t_|lcélulas neoplisicas com intensidade
irregular.
HE - IHQ - CISH
I
Patologhta Ora. Yora ce Nenéies  CRM 45279
Observagles: /)

Data de Saida: 08102035 v
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ANEXO D — Comprovante de submisséo do Artigo

Expression of Epstein-Barr virus in classical Hodgk in's Lymphoma tumor

cells: Correlation of unfavorable factors and survi val.

GRAZIELA TOLEDO COSTA MAYRINK, M.D.; YARA DE MENEZES, PhD; SUELY
NONOGAKI; KELLI BORGES DOS SANTOS, PhD; NEUZA KASUMI SHIRATA,
LIDIA MIDORI KIMURA; JULIANA MARIOTTI GUERRA; ANGELO ATALLA, PhD;
ABRAHAO ELIAS HALLACK NETO, PhD

Infectious Agents and Cancer

Dear Mrs. MAYRINK,

Thank you for submitting your manuscript 'Expression of Epstein-Barr virus in
classical Hodgkin's Lymphoma tumor cells: Correlation of unfavorable factors and

survival' to Infectious Agents and Cancer.

The submission id is: IAAC-D-16-00058

Please refer to this number in any future correspondence.

During the review process, you can keep track of the status of your manuscript by

accessing the following website:

http://iaac.edmgr.com/

Best wishes,

Editorial Office
Infectious Agents and Cancer

www.editorialmanager.com/iaac




