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RESUMO

O linfoma de Hodgkin classico (LHc) é caracterizado pelo pequeno numero de
células de Hodgkin e Reed-Sternberg (H-RS) em meio a um fundo de células néo
neoplasicas, principalmente T e B. Este microambiente tumoral tem sido
considerado uma manifestacdo imune do hospedeiro contra as células H-RS. Uma
vez que criancas e adultos apresentam diferengcas quanto a constituicdo e
funcionalidade do sistema imune, além de eventos patogénicos distintos, € de se
esperar que o microambiente tumoral no LHc exiba diferencas entre criancas e
adultos. Neste estudo, nds analisamos uma série de casos de LHc (100 casos) em
relacdo as caracteristicas clinico-histolégicas, composi¢cdo do microambiente tumoral
através da imunomarcacdo para CD3, CD4, C-maf, T-bet, FoxP3, CDS8, Tia-1,
Granzima B (GrB) e CD20, além do impacto prognéstico destas caracteristicas. O
indice de proliferacdo celular (IPC) das células neoplasicas e benignas foi
determinado a partir da imunoexpressao de Ki67. Os polimorfismos de base Unica
(SNPs) da IL10 -1082A/G, -819C/T e -592C/A foram determinados através de PCR
alelo-especifica. Os SNPs de CTLA4 -1722 A/G, +49 A/G e CT60 A/G foram
determinados por descriminacédo alélica. O virus Epstein-Barr (EBV) foi determinado
por hibridizacdo in situ (EBER-ISH) e imunomarcagcdo para LMP1l. A idade ao
diagnéstico variou de 3 a 18 anos (mediana 14 anos) com 27% dos casos <10 anos.
A idade e o subtipo histolégico ndo mostraram os padrdes tipicos para o LHc
pediatrico: um pico precoce de casos nao foi observado, tendo a maioria dos casos
>10 anos ao diagnéstico. A esclerose nodular (EN) foi o subtipo mais frequente
(69%), sendo comum nas criangcas >10 anos, seguida da celularidade mista (CM,
23%), distribuida igualmente entre os grupos etarios. 44,8% dos casos foram EBV+,
sem associagdo com 0s grupos etarios (<10 anos vs. >10 anos). Os casos de CM
estavam independentemente associados ao EBV (p= 0,045) e a relacdo CD4/CD20
<1 no microambiente tumoral (p= 0,014). As popula¢des linfocitarias estiveram
associadas aos grupos etarios, havendo um perfil citotoxico em idades precoces e
um perfil supressivo em idades maiores. O EBV influenciou a composicéo linfocitaria
com mais células CD8+, Tia-1+, GrB+ e T-bet+. Doenca extranodal (p= 0,016) e
linfécitos GrB+ >4/mm? (p= 0,045) estiveram independentemente associados a pior
sobrevida livre de eventos (SLE). Um escore prognaéstico foi construido e permitiu a
separacdo dos casos em 3 grupos com diferengas na SLE (p= 0,005). Os gendtipos
da IL10 -1082GG e -592CC e o haplétipo GCC estiveram associados a
caracteristicas histolégicas, baixo numero de linfocitos Th2 e alto nimero de células
T reguladoras (Tregs). O gendtipo do CTLA4 CT60GG foi associado ao maior IPC
das células H-RS. O SNP CT60A e o haplétipo +49A/CT60A estiveram relacionados
ao maior numero de linfécitos CD4+, enquanto o SNP CT60G e o gendtipo cT60GG
estiverem associados ao maior numero de linfocitos CD8+ e Tregs. O hapl6tipo
CTLA4 +49G/CTOG foi independentemente associado a pior SLE (p= 0,036). Em
conclusdo: 1) O LHc pediatrico no sudeste do Brasil deve ter um padrao
epidemioldgico intermediario entre o LHc pediatrico visto nas regides menos e mais
desenvolvidas. A histopatogénese da CM deve ser resultante de uma exposicéo
precoce ao EBV num contexto de déficit imune, refletido pela razdo CD4/CD20 <1 no
microambiente tumoral; 2) Este é o 1° estudo a descrever a composi¢cdo do
microambiente tumoral no LHc pediatrico e a determinar que os SNPs da IL10 e
CTLAA4 sao capazes de influenciar a composi¢cao do microambiente tumoral no LHc;
e 3) O EBV tem uma influéncia significante na composicdo do microambiente
tumoral e na modulag&o da resposta imune contra o tumor.



ABSTRACT

Classical Hodgkin lymphoma (cHL) is characterized by a small number of neoplastic,
Hodgkin and Reed-Sternberg (H-RS) cells in a background of non-neoplastic, mainly
B and T cells. This tumor microenvironment has been considered to be a
manifestation of host immune reactions to malignant cells. Since children and adults
have difference in the constitution and functionality of the immune system, and
pathogenic events differ in pediatric and adult cHL, it is likely that the tumor
microenvironment in cHL may be distinct in the pediatric setting. In this study, we
analyzed a series of pediatric cHL (100 cases) regarding the clinical and histological
characteristics, as well as composition of the tumor microenvironment by CD3, CD4,
C-maf, T-bet, FoxP3, CD8, Tia-1, Granzyme B (GrB) and CD20 immunostain and its
prognostic impact. Proliferation index of neoplastic and benign infiltrating cells was
determined by Ki67 immunostain. We determined also the IL10 -1082A/G, -819C/T
and -592C/A genotype of single nucleotide polymorphisms (SNPs) and haplotypes by
Allele-specific (AS) PCR and CTLA4 -1722 AIG, +49 A/G and CT60 A/G SNPs by
allele discrimination with fluorogenic hydrolysis probes (Tagman® Applied
Biosystems). Epstein-Barr virus (EBV) was determined by in situ hybridization
(EBERs-ISH) and LMP1 immunostain. Age at diagnosis ranged from 3 to 18 years
(median 14) with 27% of cases <10 years. Age and histologic subtype did not
conform to the expected pattern for childhood cHL, an early childhood peak was not
observed, with most cases occurring in the >10 years age group. Nodular sclerosis
(NS) was the most frequent subtype (69%) and was more frequent in the >10 years
age group, followed by mixed cellularity (MC, 23%) which was distributed equally
between age groups. EBV was identified in 44.8% of cases, without preferential
association with age groups (<10 years vs. >10 years). MC cases were
independently associated with EBV (P= 0.045) and with a CD4/CD20 ratio <1 in the
microenvironment (P= 0.014). Lymphocyte subsets in the microenvironment were
associated with age-group (<10 vs. >10) exhibiting a shift from more cytotoxic to
more suppressive profile along with age. EBV influenced the lymphocyte composition
with more CD8+, Tia-1+, GrB+, and T-bet+ (Thl) cells. Extranodal disease (P=
0.016) and GrB+ lymphocytes >4 cellssmm? (P= 0.045) were independently
associated with worst event-free survival (EFS). A prognostic score was constructed
and allowed to segregate the children in 3 groups with differences in EFS (P= 0.005).
IL10 genotypes -1082GG and -592CC and haplotype GCC associated with
histological characteristics, low number of Th2 and high number of regulatory T
(Treg) cells. CTLA4 CT60GG genotype was associated with high H-RS proliferative
index (Ki67>50%). The SNP CT60A and haplotype +49A/CT60A were related with
high number of CD4+ T cells, while the SNP CT60G and the genotype CT60GG were
associated with high number of CD8+ and Treg cells. The CTLA4 haplotype
+49G/CT60G was independently associated with worst EFS (p= 0.036). In
conclusion: 1) Pediatric cHL in Southeastern Brazil may have an intermediate
epidemiological situation between childhood cHL in underdeveloped and developed
regions. Histopathogenesis of MC subtype may result from early exposure to EBV in
the context of an impaired immune system reflected by a CD4/CD20 ratio <1; 2) This
the 1% study to describe the specific characteristics of tumor microenvironment
composition in pediatric cHL and to determine that IL10 and CTLA4 SNPs are able to
influence the tumor microenvironment composition in cHL; and 3) EBV-status has a
significant influence in the tumor microenvironment composition and likely in the
modulation of the imune response against the tumor.
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TGF: Fator de crescimento tumoral (do inglés, transforming growth factor)
Th, linfocito: Linfécito T auxiliar (do inglés, T help lymphocyte)

TMA: Tissue Micro-Array

TNFR: Receptor do fator de necrose tumoral

Treg, célula: Célula T regulatéria

VSH: Velocidade de eritrossedimentacéo



SUMARIO

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5

2.6
2.7
2.7.1

2.7.2
2.8

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.8.1
4.8.2
4.8.3

INTRODUCAO

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Caracteristicas Clinicas

Caracteristicas Histoldgicas

Caracteristicas Epidemiolégicas

O Virus Epstein-Barr (EBV)

Fatores Progndsticos Relacionados as Células Neoplasicas no
Linfoma de Hodgkin Classico

Microambiente Tumoral

A IL10 no Processo Tumorigénico

A IL10 no Microambiente Tumoral do Linfoma de Hodgkin
Classico

Os Polimorfismos da IL10

O gene CTLA4 como Possivel Candidato a Modulacdo do
Microambiente Tumoral do Linfoma de Hodgkin Classico
OBJETIVOS

Objetivo Geral

Objetivos Especificos

METODOLOGIA

Desenho do Estudo

Populacao do Estudo

Critérios de Incluséo

Critérios de Excluséo

Dados Clinico-Epidemiologicos

Estudo Histoldgico

Construcao do “Tissue Micro-Array” (TMA)

Estudo Imunohistoquimico

Procedimentos Gerais

Método de Dupla Marcacéo

Avaliacao e Pontos de Corte

Pag.

23
26
26
27
30
31

39
42
43

44
47

51
51
51
53
53
53
53
53
54
54
57
57
58
60
60



4.8.4

4.9
4.10
4.11
4.11.1
4.11.2
4.11.3
4.12
4.13
4.13.1
4.13.2
4.14
4.15
4.16

5.1

5.1.1
5.1.2
5.1.3
5.1.4
5.1.5
5.2

5.3
5.3.1
53.1.1
5.3.1.2
5.3.1.3
5.3.14
5.3.1.5
5.3.1.6
5.3.1.7
5.3.1.8

Estudo do Microambiente Tumoral e Analise Microscoépica

Computacional Assistida
Hibridizacéo in situ para EBER-1 (EBER-ISH)
Extracdo de DNA

Caracterizacdo dos Polimorfismos do Promotor do Gene IL10

Estratégia de Genotipagem

Genotipagem dos SNPs -1082 A/G e -592A/C
Controle de Genotipagem do Promotor do Gene da IL10
Caracterizacdo dos Polimorfismos do Gene CTLA4
Eletroforese e Avaliagdo dos Produtos de PCR
Preparacao de Géis de Agarose

Preparacao e Coloracao de Géis de Poliacrilamida
Definicbes de Resposta e Sobrevida

Andlise Estatistica

Critérios Eticos

RESULTADOS

Caracteristicas Gerais dos Casos Analisados
Caracteristicas Epidemiolégicas e Clinico-laboratoriais
Caracteristicas Histologicas

Perfil Imunofenotipico das Células H-RS

Associacdo com o Virus Epstein-Barr

Resposta ao Tratamento

Linfoma de Hodgkin Classico no Rio de Janeiro: Um Padréo

Epidemiolégico Distinto

O Microambiente Tumoral no LHc Pediatrico
Subpopulag¢ées linfocitarias no microambiente tumoral
Linfocitos T CD3+

Linfocitos T CD4+

Linfocitos FoxP3+

Linfocitos T-bet+

Linfécitos C-maf+

Linfocitos CD8+

Linfocitos Tia-1+ e Granzima B+

Linfocitos CD20+

61

65
66

68
68
69
70
71
71
71
72
74
75
76
76
76
78
82
82
84
86

87
87
91
92
92
93
93

94
95



5.3.1.9

5.3.1.10

5.3.2

5.3.3

5.3.4

5.3.5

5.4

5.4.1

5.4.2
5.5

5.5.1
5.5.2

5.5.3

5.6

5.6.1

5.6.2

5.6.3

Linfocitos FoxP3+Granzima B+

Proliferacdo dos Linfécitos do Microambiente Tumoral

As Populagbes Linfocitarias estdo  Associadas com
Caracteristicas Histologicas e Estatus do EBV no LHc pediatrico
As Caracteristicas do Microambiente Tumoral Estdo Associadas
ao Progndéstico no Linfoma de Hodgkin Classico da Infancia
Escore Prognostico Baseado nas Caracteristicas Clinicas e do
Hospedeiro

O Virus Epstein-Barr Influencia o Papel Prognéstico do
Microambiente Tumoral

O Microambiente Tumoral do Linfoma de Hodgkin Classico esta
Associado a Caracteristicas de Funcionalidade do Ciclo Celular e
Apoptose das Células Neoplasicas

Relacdo entre o Numero de Linfocitos do Microambiente Tumoral
e as Células Neopléasicas

Analises Multivariadas

Contribuicbes do Polimorfismo da Regido Promotora da IL10
para a Biologia do LHc Pediétrico

Caracterizacdo dos Polimorfismos

Associacdes do Polimorfismo da Regido Promotora da IL10 com
as Caracteristicas Histologicas

Associacdes do Polimorfismo da Regidao Promotora da IL10 com
as Caracteristicas do Microambiente Tumoral

Contribui¢cées do Polimorfismo do Gene CTLA-4 para a Biologia
do Linfoma de Hodgkin Classico Pediatrico

Associagdo de polimorfismos de CTLA4 com caracteristicas
clinico-biolégicas do LHc

Associacdo dos Polimorfismos de CTLA4 com as Caracteristicas
do Microambiente Tumoral no LHc

Os Polimorfismos do Gene CTLA-4 no Prognéstico do Linfoma
de Hodgkin Classico Pediatrico

DISCUSSAO

Linfoma de Hodgkin Classico Pediatrico no Rio de Janeiro: Um

95

100

103

105

110

111

113

117

121
122

122
124

127

131

133

134

138

140
140



6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

6.10

6.11

Padrdo Epidemioldgico Distinto?

O Subtipo Histolégico Celularidade Mista € um Reflexo da
Constituicdo do Microambiente Tumoral

O Microambiente Tumoral no Linfoma de Hodgkin Classico tem
Caracteristicas Particulares na Infancia

O Virus Epstein-Barr Influencia as Caracteristicas do
Microambiente Tumoral no LHc Pediatrico

O Estatus Proliferativo das Células Benignas do Microambiente
Tumoral Influencia a Sobrevida no Linfoma de Hodgkin Classico
Pediatrico

A Combinacéo de Variaveis do Hospedeiro e do Tumor Prediz o
Prognéstico no LHc Pediatrico

O Microambiente Tumoral do Linfoma de Hodgkin Classico esta
Associado a Caracteristicas Relativas a Funcionalidade do Ciclo
Celular e Apoptose das Células Neoplasicas

As Caracteristicas do Microambiente do Linfoma de Hodgkin
Classico Pediatrico Podem ser Influenciadas pelos Polimorfismos
da Regido Promotora da IL10

Os polimorfismos da Regido Promotora de IL10 Poderiam
Influenciar a Composicao Linfocitaria do Microambiente Tumoral
no LHc Pediatrico

Os polimorfismos do Gene CTLA-4 Poderiam Influenciar as
Caracteristicas Tumorais e do Microambiente Tumoral no
Linfoma de Hodgkin Classico Pediatrico

Os Polimorfismos do Gene CTLA-4 estdo Relacionadas a
Resposta Terapéutica no Linfoma de Hodgkin Classico Pediatrico
CONCLUSOES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS

143

145

149

150

151

152

158

160

165

169

172

175
192



23

1- INTRODUCAO

O linfoma de Hodgkin classico (LHc) é uma doenca heterogénea tanto do
ponto de vista histopatologico quanto epidemiolégico e apresenta caracteristicas
Gnicas entre os linfomas, uma vez que as células neoplasicas representam entre 0,5
e 2% da massa tumoral, sendo o resto composto por células infiltrantes ndo tumorais
e estroma.

Desde a sua descri¢cao clinica em 1832 por Thomas Hodgkin e, do ponto
de vista histolgico, por Carl Sterneberg (1898) e Dorothy Reed (1902)*, a natureza
desta doenca e a sua origem celular foi uma incégnita. Hoje, gracas as técnicas de
microdisseccdo e de biologia molecular, sabe-se que as células neoplasicas,
denominadas células de Hodgkin e Reed-Sternberg (H-RS), sdo de origem linféide,
de natureza clonal, e na grande maioria das vezes derivadas de células B

A descoberta de que as células H-RS derivam de linfocitos B pré-
apoptéticos marcou o inicio de uma era de pesquisas moleculares que tentam
decifrar 0s processos etiopatogénicos desta neoplasia. Porém, sua complexa
epidemiologia, particularmente em relacdo a variabilidade de incidéncia em
diferentes idades, géneros, etnias, localizacbes geograficas e grupos socio-
econdmicos, sugere que diferentes mecanismos etiopatogénicos, incluindo diversos
fatores ambientais possam estar envolvidos®>.

O virus Epstein-Barr (EBV) € um agente etiolégico reconhecido do LHc;
relacdo que foi inicialmente baseada em evidéncias indiretas oriundas de estudos
epidemiologicos e sorolégicos e posteriormente confirmada pela demonstracdo do

material genético clonal do virus nas células neoplasicas’. Sua associagdo com o
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LHc € bastante variavel, dependendo da idade e do status sécio-econdmico dos
pacientes®®.

Nos dias atuais, o estudo do microambiente tumoral do LH tem ganhado
cada vez mais importancia, sobretudo por ter se reconhecido um intenso “cross-talk”
entre as células tumorais e as diferentes subpopulacdes de células inflamatorias
recrutadas para o tumor’®’. Estas interacdes bidirecionais parecem ter um papel
relevante tanto na manutencdo das caracteristicas neoplasicas das células H-RS,
como ha resposta imune anti-tumoral, tanto a nivel microambiental como sistémico.
A descoberta de que as células imunoreguladoras tém uma representacao
importante dentro do “pool” de linfécitos T intratumorais, e que a propor¢ao entre o
namero de células imunoreguladoras e citotdxicas esta associada ao prognostico no

LHc nos adultos, de maneira diversa ao observado nos tumores soélidos''*®

, tem
levado a uma corrida cientifica para tentar entender a funcdo destas células no
microambiente tumoral do LHc, assim como os mecanismos pelos quais elas séo
recrutadas e/ou diferenciadas nesta neoplasia.

Atualmente, had mais questionamentos do que respostas, o que faz desta
area um terreno fértil para as pesquisas cientificas, sobretudo no LH pediatrico onde
sao quase inexistentes as pesquisas neste campo especifico. Mais ainda, este tema
tem maior relevancia cientifica quando se leva em consideragdo que as criancas
apresentam diferencas, em relacdo aos adultos, na composi¢do do sistema imune

14-17
B

tanto em relacdo ao numero de células T e , quanto a funcionalidade das

células T (“envelhecimento imune”)!®°,
O estado do conhecimento atual permite afirmar que o LHc, mais do que

qualquer outra neoplasia, € uma enfermidade que tanto biologicamente quanto

clinicamente estd associada ndo apenas as alteracbes moleculares das células



25

neoplasicas, como também a respostas imunolégicas locais e sistémicas evocadas
pelo hospedeiro. Assim, tanto os estudos celulares e moleculares das células H-RS,
como o entendimento da forma como as células H-RS modulam e sdo moduladas
pelo sistema imune, sdo essenciais para identificacdo de marcadores biolégicos
associados ao prognostico e ao desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas

para o LHc.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas Clinicas

Os linfomas sdo a terceira neoplasia mais prevalente da infancia,
representando o LH 10 & 30% de todo este total**. Nos Estados Unidos, o LH é a
sexta neoplasia mais prevalente nas criangas com até 15 anos e a mais prevalente
nos pacientes com até 18 anos?.

Linfadenopatia cervical € a forma de apresentacao clinica mais comum.
Cerca de 80% das criangas possuem envolvimento linfonodal na regido de cabeca e
pescoco, e 60% exibem envolvimento mediastinal. A maioria dos pacientes possui
doenca supradiafragmatica®®. A apresentacdo de sintomas sistémicos “B” como
definido pelo estadiamento de Ann Arbor (febre maior que 38°C por pelo menos 3
dias consecutivos, sudorese noturna e perda de peso inexplicada maior que 10% do
peso corpéreo nos ultimos 6 meses) acomete de 20 a 30% dos doentes ao
diagndstico®. A prevaléncia desses sintomas aumenta com o estadiamento.

O estadiamento Ann Arbor®® para o LH, gradua esta doenca em 4 niveis
de acordo com numero e a localizacao de cadeias linfonodais envolvidas:

Comprometimento de uma Unica regido ganglionar (I) ou
comprometimento de um Unico 6rgéo ou sitio extralinfatico (Ig);

Comprometimento de duas ou mais regides ganglionares do mesmo lado
do diafragma isoladamente (II) ou com comprometimento limitado de 6rgéo ou tecido
extralinfatico contiguo (llg);

Comprometimento de regibes ganglionares em ambos os lados do
diafragma (lIl), podendo incluir o baco (llls) e/ou comprometimento limitado de 6rgéo

ou sitio extralinfatico contiguo (lllg, lllgs);
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Focos multiplos ou disseminados de comprometimento de um ou mais
orgaos ou tecidos extralinfaticos, com ou sem comprometimento linfatico (V).

Na tentativa de se estabelecer uma terapia risco-especifica, o LH é
dividido em grupos de risco, combinando-se o estadiamento clinico com a presenca
dos sintomas “B”. Dois grandes grupos séo reconhecidos pela maioria dos
protocolos de tratamento: desfavoravel (estadiamentos IIB, IlIB e IV) e favoravel
(demais estadiamentos)®*.

O tratamento é baseado em quimioterapia, podendo ou néo ser utilizada
radioterapia. A radioterapia como tratamento exclusivo é aplicado em 10 a 15% dos
pacientes, sendo bastante controversa a sua utilizacdo no grupo pediatrico®. E
utilizada na maioria dos protocolos de tratamento em pacientes com estadios
avancados como consolidacdo da quimioterapia e nos estadios precoces apenas
quando ha doenca residual apés a quimioterapia®®.

Os regimes quimioterapicos atuais sado baseados na utilizacdo de
antraciclinas e agentes alquilantes em baixas doses, com respostas e sobrevida
semelhantes aos antigos regimes baseados na mostarda nitrogenada®®. A utilizacdo
destes protocolos tem garantido uma sobrevida livre de eventos (SLE) em 5 anos

que variam entre 75 a 97%%°.

2.2 Caracteristicas Histologicas

Segundo a nova classificacdo da Organizagcdo Mundial de Saude, o
linfoma de Hodgkin é composto por dois grupos distintos de doenca: o linfoma de
Hodgkin predominio linfocitico nodular (LHPLN), uma entidade rara que representa
cerca de 5% do total de casos de LH; e a forma “Classica” (LHc) a qual é

subclassificada em esclerose nodular (EN), celularidade mista (CM), rico em
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linfécitos (RL) e deplecéo linfocitaria (DL)Y. Um fator comum a ambos os grupos é
que as celulas neoplasicas representam entre 0,5 e 10% do total de células do
tecido tumoral®.

As células H-RS representam a populacdo celular neoplasica do LHc.
Estudos imunoldgicos e moleculares tém mostrado que estas células originam-se de
células B maduras do centro germinativo (CG), apresentando os genes de
imunoglobulina com hipermutacdo somatica, indicando que o clone passou pelos
processos maturativos do CG e esta “bloqueado” na fase de centrocito ou pos-
centrocito®”?°. Entretanto, a imunoexpressdo do CD20, marcador de diferenciacéo B,
s6 ocorre em 20 a 30% dos casos'. A imunoexpressdo do CD30 ocorre em
praticamente todos 0s casos, ja a imunoexpressdo do CD15 é encontrada em 75 a
80%, mas esta restrita a uma minoria das células neoplasicas®.

As células de Reed-Sternberg (RS) exibem citoplasma abundante
levemente basofilico, nacleo grande quase sempre arredondado e contornado por
membrana nuclear proeminente, cromatina palida e no minimo dois nucléolos
eosinofilicos, que se localizam em l6bulos nucleares separados. Algumas células RS
podem exibir citoplasma condensado e nucleo picnético (células mumificadas).
Quando as células neoplasicas perdem a lobulacdo nuclear, exibindo ndcleo Unico
com nucléolo eosinofilico proeminente, sdo chamadas de células de Hodgkin®.

Em todos os subtipos do linfoma de Hodgkin classico, ha apagamento da
arquitetura linfonodal por variavel nimero de células H-RS associadas a um rico
fundo inflamatério composto por linfocitos, eosindéfilos, plasmacitos, neutréfilos e
macréfagos?.

O subtipo EN compreende cerca de 70% dos casos de linfoma de

Hodgkin classico nos paises desenvolvidos®. Morfologicamente, apresenta um
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padrdo de crescimento nodular, bandas de colageno e células lacunares. Ha um
namero variavel de células RS, linfocitos pequenos e outras células inflamatérias
ndo neoplasicas’. Na fase inicial, também chamada de “fase celular da esclerose
nodular” ou esclerose nodular minima, o linfonodo apresenta espessamento focal da
capsula com a emissdo de uma banda colagena ao interior do linfonodo, porém sem
formar um nédulo distinto® 33,

O grupo britanico de estudo do LH propds um sistema de graduacéo para
a EN que estaria relacionado ao desfecho clinico dos pacientes®**. No grau I, 75%
ou mais dos nodulos contém escassas células H-RS num fundo inflamatorio ndo
neoplasico. Ja o grau Il exibe um dos seguintes aspectos: 1) mais de 25% dos
nodulos com deplecao reticular ou pleomorfica de linfocitos; 2) no minimo, 80% dos
nodulos com deplecéo linfocitaria do tipo fibrohistiocitica; 3) mais de 25% dos
nodulos contendo numerosas ceélulas H-RS preenchendo um campo de grande
aumento® 3. Com o tratamento poliquimioterapico atual, esta graduacdo perdeu
impacto prognéstico®.

Von Wasielewski et al*®

proposseram uma nova graduacao para 0s casos
de EN, a qual estaria relacionada a sobrevida global nos estadios intermediario e
avancado. Baseia-se no numero de eosindfilos do microambiente tumoral, deplecdo
dos linfocitos e atipia das células H-RS. Os casos que ndo mostram nenhum destes
fatores sdo chamados de EN de baixo risco e aqueles com pelo menos um, de EN
de alto risco*®

A CM é o subtipo histolégico mais comum nos paises em
desenvolvimento e em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana

(HIV)® 7. Caracteriza-se por apresentar escassas células H-RS e um infiltrado

inflamatério misto difuso ou vagamente nodular, sem fibrose esclerosante nodular?.
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O subtipo RL exibe escassas células H-RS, fundo nodular (mais comum)
ou difuso de pequenos linfécitos, sem neutréfilos e eosindfilos™.

A DL é uma forma difusa do LHc, rico em células H-RS e/ou com
diminuicdo do namero de linfécitos ndo neoplasicos. Assim como a CM, apresenta
maior prevaléncia nos paises em desenvolvimento e individuos HIV+. Outro padrao
encontrado é o de fibrose difusa com ou sem proliferacdo de fibroblastos e poucas
células’.

A presenca do padrao interfolicular pode ser encontrada na CM e na EN.
Caracteristicamente, a arquitetura linfonodal esta preservada e ha hiperplasia
folicular reativa. Geralmente, observa-se uma vaga expansao da regido interfolicular
secundariamente a proliferacdo de linfécitos, plasmaocitos, eosindfilos, histiocitos e
células H-RS as quais s&o dificeis de serem identificadas®® 3", Este tipo de padrdo
ndo tem significado prognéstico®® e alguns estudos sugerem que seria mais

frequente nas criancas que nos adultos” .

2.3 Caracteristicas Epidemioldgicas

Um definido pico bimodal de incidéncia, ausente na maioria dos outros
linfomas, é bem estabelecido no LH. Paises em desenvolvimento apresentam o
primeiro pico na infancia, ja nos paises desenvolvidos, o primeiro pico verifica-se em
adultos jovens; o segundo pico ocorre nos adultos em ambos os grupos® *'. Ainda
nos paises em desenvolvimento, é observada maior prevaléncia de casos no sexo
masculino®.

O LH possui 3 padrées epidemioldgicos distintos, conforme o nivel socio-
econdmico*?. O padrdo | é observado em paises pouco desenvolvidos e grupos de

baixo poder sécio-econdmico e se caracteriza por um pico de incidéncia precoce,
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acometendo criancas abaixo dos 10 anos; ndo ha um pico na terceira década de
vida, observa-se um aumento gradativo de casos com o0 avancar da idade. Neste
padrdo, o tipo histologico predominante € a CM. O padréao lll é visto em paises
desenvolvidos e grupos de elevado nivel socio-econbmico, caracteriza-se por um
pico de incidéncia na terceira década de vida e um predominio do subtipo histologico
EN. O padréo Il é intermediario, com dois picos de incidéncia bem definidos (infancia
e segunda década de vida) e frequéncia semelhante dos subtipos CM e EN; esse

padréo é caracteristico dos paises em desenvolvimento®.

2.4 O Virus Epstein-Barr (EBV)

O EBV é um virus linfotrépico, membro da familia Herpesviridae que
infecta assintomaticamente mais de 90% da populacdo humana®. O EBV ingressa
no organismo via o epitélio da orofaringe e infecta linfécitos B circulantes para
estabelecer-se em estado de laténcia nas células B de memdria. Sua primoinfeccao
ocorre em idades variaveis, dependendo das condi¢cdes soécio-econdmicas das
populacdes, e embora a infeccdo seja quase sempre controlada ao nivel subclinico,
guando ocorre durante a adolescéncia e juventude pode ter como consequéncia
uma doenca conhecida como mononucleose infecciosa®.

Como este virus esta associado a algumas neoplasias, como o linfoma de
Burkitt endémico, carcinoma de nasofaringe, doenca linfoproliferativa pés-
transplante e linfoma de Hodgkin®*, foi considerado pela Organizacdo Mundial de
Satde (OMS) como carcinégeno humano do grupo 1*°.

A hip6tese da associacdo entre o EBV e o LHc foi baseada nas
evidéncias epidemioldgicas de que uma histéria pregressa de mononucleose

4, 29

infecciosa aumentava em 3 vezes o risco de desenvolvimento de LHc e nas
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alteracdes nos niveis séricos de anticorpos anti-EBV encontradas antes do
desenvolvimento deste linfoma?®. Com a detecgéo do genoma clonal do EBV nas
células H-RS, pbéde-se estabelecer a relacdo causal entre o EBV e uma fracdo dos
caso de linfoma de Hodgkin classico®.

O EBV possui distintos programas de expressdo génica, chamados
“padrées de laténcia” que sdo encontrados nas diferentes etapas da biologia viral*.
As neoplasias associadas ao EBV apresentam uma laténcia viral especifica,
relacionada com a origem celular, o estado imune do hospedeiro, e com o papel

etiopatogénico do virus na patologia® *°.

Tabela 2.1: Padrdes de laténcia do virus Epstein-Barr nas diferentes neoplasias.

Tipo de Genes Expressos Neoplasia Relacionada
Laténcia

I EBERs, EBNAlL Linfoma de Burkitt

I EBERs, EBNAL, LMP1, LMP2A Linfoma de Hodgkin

Carcinoma de Nasofaringe
[l EBERs, EBNAL1, EBNA2, EBNA3A, 3B, Doenca Linfoproliferativa

3C, EBNA-LP, LMP1, LMP2A Pos-transplante

EBERs: RNA viral codificado pelo Epstein-Barr; EBNA: Epstein-Barr virus nuclear antigen; LMP:

“Latent membrane protein”. Adaptado de Crawford®.

A proteina EBNA1 media o inicio da sintese do DNA viral, e é responsavel
pela segregacdo e manutencdo do DNA viral nas células proliferantes®’. A proteina
LMP1 é considerada o principal oncogene viral. E um membro da superfamilia do
receptor do fator de necrose tumoral (TNFR) e se assemelha ao CD40, que é um

receptor de membrana essencial para a ativacdo das células B*. Em contraste ao
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CD40, LMP1 encontra-se ativa constitutivamente, independente da presenca de um
ligante e é o maior efetor das alteracées celulares induzidas pelo EBV* (Figura 2.1).

Tanto CD40, quando associado ao seu ligante, quanto LMP1 ativam a
transcricdo do fator nuclear kB (NF-kB)*®. Nas células H-RS, o NF-kB regula a
expressdo de genes de citocinas, quimiocinas, apoptose, moléculas de sinalizacao
intracelular e fatores de transcricdo®.

Além da LMP1, a proteina LMP2A encontra-se também envolvida na
patogénese do LHc associado ao EBV. As células B que falham em expressar um
receptor de células B (BCR) funcional entram em apoptose. A proteina LMP2A é
funcionalmente equivalente ao receptor de células B (BCR) e mantém o sinal tdnico
necessario a sobrevivéncia celular, fornecendo sinais de resgate da apoptose das
células B antes de completada a maturagdo no centro germinativo®. Assim, o resgate
de células B pré-apoptéticas do centro germinativo, devido & acdo conjunta das
proteinas LMP1 e LMP2A, parece ser um passo crucial no processo linfomagénico

do LHc*® (Figura 2.1).
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Figura 2.1: Modelo de patogénese do linfoma de Hodgkin associado ao virus Epstein-Barr. O EBV
infecta a célula B imatura antes que ela entre no centro germinativo. LMP2A consegue resgatar da
apoptose aquelas células que falharam no processo de maturacéo e expressao das imunoglobulinas.
LMP1 promove a ativacdo celular e passagem pelo centro germinativo, independente da
coestimulacdo T. MutagBes adicionais terminam por transformar estas células pré-apoptéticas

alteradas nas células H-RS (Modificado de Hammerschmidt et also).

A deteccdo do EBV nas células tumorais € comumente realizado atraves
da deteccao dos transcritos ndo traduzidos EBER1 e EBER2 por hibridizac&o in situ
(ISH) do RNA viral, no nucleo das células H-RS. Transcritos do EBER séo expressos
em células latentemente infectadas, num nimero elevado de copias, representando
o “padrdo ouro” para a localizacdo e deteccdo de EBV latente em células H-RS®. A
imunolocalizacdo da proteina LMP1 nas células H-RS por imunohistoquimica é
também um método utilizado para o diagndstico do virus em tecido parafinado.
Anticorpos anti-LMP1 foram desenvolvidos comercialmente e caracteristicamente
emitem forte sinal localizado tanto no citoplasma quanto na membrana
citoplasmatica. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ndo pode ser empregada

como Unico método no diagnostico do EBV, devido aos resultados falso-positivos
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como consequéncia da presenca de linfocitos B infectados latentemente pelo virus.
Entretanto, os métodos baseados em PCR sao indispensaveis para a tipificacao
viral, assim como para a determinacdo de marcadores polimoérficos nos estudos de
epidemiologia molecular®.

Nos paises em desenvolvimento, a infeccdo pelo EBV ocorre muito
precocemente na infancia, em geral estima-se que 90% das criancas ja foram
infectadas pelo EBV até os 9 anos de idade®™3. Em paises desenvolvidos, a

associacdo do EBV com o LHc em adultos varia de 30 a 50%. Em contraste, a

M-

prevaléncia do EBV em células H-RS nos paises em desenvolvimento
extremamente elevada, sugerindo que o EBV possa ter um complexo papel na
etiologia do LHc, talvez associado a fatores ambientais e genéticos®*>°.

Estudos em paises nao industrializados mostram uma forte correlacao
entre o pico de incidéncia etaria das criancas com o linfoma de Hodgkin e a infeccéo
pelo EBV. Exemplos incluem: Honduras (100%), China (100%), Brasil (77%), México
(65%) e Malasia (93%)°.

Vérios estudos tém tentado estabelecer uma relagédo entre a positividade
para o EBV e o subtipo histoldgico do linfoma de Hodgkin na faixa etaria pediétrica.
Alguns estudos mostram um predominio de positividade nos casos de CM>> >"°8
independente do nivel sdcio-econémico; outros mostram um predominio nos casos
de CM nos paises em desenvolvimento, enquanto nos paises desenvolvidos o
predominio da positividade é nos casos de EN (45 & 100% dos casos)>>>°. Em geral,
considera-se que as criangas com até 10 anos exibem uma maior frequéncia de
associacdo do EBV com o LHc™.

No Brasil, os estudos referentes a prevaléncia do EBV no LHc pediatrico

gue retratem de forma fidedigna a realidade regional sdo escassos. Na Bahia, 87%
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dos casos de linfoma de Hodgkin em criancas de até 14 anos estdo associados ao
EBV, sendo a CM o subtipo histolégico mais frequente®. Esta prevaléncia é
semelhante a do EBV no linfoma de Burkitt, também na mesma regidao (87%) e no
mesmo grupo etario®.

No Rio de Janeiro, a freqiéncia de associacdo entre o EBV e o LHc na
populacao pediatrica, semelhante ao que ocorre com o linfoma de Burkitt, € inferior a

861 representando 40-50% dos casos®.

encontrada na Bahia

2.5 Fatores Prognosticos Relacionados as Células Ne  oplasicas no
Linfoma de Hodgkin Classico

Os fatores prognosticos no LHc estdo baseados diretamente na carga
e/ou atividade tumoral como o estadiamento, o numero de linfonodos acometidos,
“bulky disease” e sintomas B. Medidas indiretas da carga e atividade tumoral sé&o
baseadas em parametros laboratoriais: hemoglobina, nivel de albumina, velocidade
de eritrosedimentacao, nivel de lactato-desidrogenase (DHL), nivel B-microglobulina
e nivel sérico de IL10" ®3°°,

Vérios fatores relacionados a biologia do linfoma de Hodgkin estdo sendo
investigados na tentativa de aumentar a predicdo do desfecho clinico, permitir a
utilizacdo de terapias adaptadas a risco e criar bases racionais para estudos
clinicos. Algumas caracteristicas morfoloégicas poderiam ser reflexo fidedigno da
carga tumoral, como o nimero de células H-RS e a fracdo mitdtica destas células®®,
porém estas variaveis foram pouco exploradas, particularmente no LHc pediatrico.

Com a introducdo da imunohistoquimica na pratica histologica, foi

possivel determinar alteracbes na maquinaria do ciclo celular e apoptotica das

células H-RS®"®8. As células H-RS exibem alteracBes nas principais vias do ciclo
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celular, assim como alteracbes nos principais pontos de checagem deste ciclo,
estando algumas destas alteracdes relacionadas a resposta ao tratamento®.

De maneira caracteristica, as células H-RS apresentam um programa de
diferenciacdo B defectivo, perdendo a capacidade de expressar o BCR. Nas células
normais, isto teria como consequéncia o fendmeno de apoptose’; entretanto, as
células H-RS escapam da apoptose e sdo capazes de proliferar’. No entanto,
defeitos ainda ndo bem identificados no controle do ciclo celular ocasionam mitoses
abortivas e endorreduplicacdo do material genético, levando a poliploidia e
multinucleacéo. Isto pode explicar o pequeno numero de células neoplasicas no
linfonodo e a presenca de vérias células RS multinucleadas® ™.

Muitos grupos tentaram estabelecer o valor prognostico do imunofenétipo
das células H-RS® 72, Os resultados sdo controversos, com a presenca do
impacto progndéstico em alguns estudos e auséncia em outros; sendo CD20 e CD15
os marcadores mais investigados’*">.

A ativagéo constitutiva do fator de transcricdo NF-kB que funciona como
um importante sinal de sobrevivéncia para as células H-RS € um evento comum no
LHc>. Esta ativacdo nédo parece influenciar o prognéstico dos pacientes, contribuindo
essencialmente na patogénese da doenca’®.

Mesmo com grandes alteracdes na maquinaria do ciclo celular®® 7,
mutacbes do p53 sao significativamente menores no LHc do que em outras
neoplasias’”"® A positividade do p53 no linfoma de Hodgkin pode variar de 29,5% a
92,85%°% 7® 7 @ o progndstico desta expressdo é controverso, principalmente devido
a auséncia de um ponto de corte padronizado para a distingdo entre casos positivos

e negativos’® %,
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A imunoexpressao de Bcl2 pelas células H-RS tem sido alvo de varios
estudos a fim de elucidar se a presenca desta proteina anti-apoptotica poderia

81-86

influenciar a sobrevida no LHc® ™", mas os resultados séo contraditorios. Em alguns

estudos, a imunoexpressdo de Bcl-2 pelas células neoplasicas confere pior

sobrevida® % enquanto em outros, ndo ha diferencas na resposta ao

tratamento®®4,

E possivel que a combinacdo de marcadores relacionados ao
funcionamento do ciclo celular e a capacidade de morte celular possam ser mais
habeis no delineamento progndstico dos pacientes com LHc. Neste sentido,
Montalban et’® al mostraram que a expressdo pelas células H-RS de p53, Bcl2 e
apoptose (TUNEL) poderia ser agrupada num escore prognostico capaz definir
grupos de risco biolégicos com diferencas na sobrevida’®.

Recentemente, varios estudos tém focado no nivel de citoquinas seéricas
ao diagnéstico, como o alto nivel sérico de interleucina (IL) 10%"%°, 1L6®%" e TNF®’
como fator progndstico no LHc. Porém, ndo estd claro se a principal fonte destas
citoquinas sao as células neoplasicas ou as células do microambiente tumoral, desta
forma, os niveis elevados poderiam refletir uma maior carga tumoral ou um maior
processo inflamatorio, reflexo de uma doenca mais agressiva.

O EBYV parece ter um importante papel na patogénese do LHc pediatrico,
porém seu papel progndstico é bastante controverso. Claviez et al, com a maior
série pediatrica ja publicada em uma regido de elevado nivel sdcio-econémico (onde
a primo-infeccdo com EBV ocorre tardiamente e a associacdo do EBV ao LHc é

baixa) mostraram que o EBV néo esté associado a melhor sobrevida livre de doenca

(SLD)*.
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2.6 Microambiente Tumoral

A composicao do microambiente tumoral no LHc € bastante heterogénea
e consiste de linfécitos, macrofagos, eosinodfilos, plasmaocitos, neutroéfilos, células
estromais e fibroblastos. A freqiéncia de cada uma destas células varia com o
subtipo histolégico. A quantidade de eosindfilos depende da liberacdo de citocinas
eosinofilotropicas, IL5%%? IL9% e CCL28% pelas células H-RS e eotaxina (CCL11)
pelos fibroblastos® . Alguns estudos mostram que o infiltrado eosinofilico parece
exibir relevancia prognéstica nos casos de esclerose nodular®® %,

O microambiente tumoral tem sido considerado como uma manifestacao
imune do hospedeiro as células neoplasicas’’. A resposta imune no LHc é
inadequada, provavelmente em consequiéncia da baixa imunogenicidade das células
H-RS, do efeito imunossupressor das células tumorais, ou de uma resposta imune
inadequada **°. Sendo as células H-RS apresentadoras de antigeno, entende-se
que a formacao e manutencdo do microambiente tumoral do LHc sdo mediadas por
alguns tipos de processos imunes, que se refletem no nimero de células infiltrantes,
subtipo e status de ativacdo em relacéo a reatividade anti-tumoral, especialmente os
linfécitos T citotoxicos (LTC) e as células T reguladoras (Treg)': . No LHc, os
linfécitos T CD4+ representam a maior populacdo de células infiltrantes néo
tumorais, sendo as células Treg um importante subgrupo destas, recrutadas para o
microambiente tumoral pelas células H-RS®® . In vitro, as células Treg podem inibir
a producdo de IL2 e a hiperexpressdo da cadeia a do receptor de IL2 (CD25),
levando ao retardo ou bloqueio da ativacdo dos LTC CD8+ e das células “Natural
killer” (NK) contra antigenos tumorais’®. Uma vez que a acdo efetora citotdxica
contra as células neoplasicas é executada principalmente por estas duas

populacdes celulares, estas propriedades imunossupressoras das células Treg sao
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importantes no LHc, porque contribuem para a evasao imune das células H-RS e,
conseqiientemente, sua sobrevivéncia®?.

No entanto, diferentemente dos tumores solidos onde um excesso de
células Tregs esta associado a imunossupressdo do microambiente tumoral e pior

sobrevidal®103

, ho LHc é observado o oposto: casos com elevado niumero de LTC e
baixo numero de células Treg estdo associados a pior sobrevida, e casos com baixo
numero de LTC e elevado numero de células Treg estdo associados a uma melhor
sobrevida® 3. O completo entendimento do papel destas e de outras populacdes
celulares do sistema imune na patogénese do LHc e a explicacdo para os diferentes
modelos progndsticos continuam obscuros. A determinacdo das células Treg em
todos os estudos mencionados foi realizada pela imunodeteccéo de FoxP3, um fator
de transcricdo da familia “Forkhead” especifico da linhagem Treg CD4+ CD25+'*,
Até recentemente, foi considerado que as células Treg eram as Unicas células a
expressar FoxP3; entretanto, alguns estudos vém mostrando que linfécitos T

ativados sem atividade supressora podem também expressar aquela proteina*®%’.

Um recente estudo de Schreck et al®®

trouxe novas informacbes em
relagdo a interrelacéo entre células infiltrantes no LHc, mostrando que uma baixa
razdo entre células Th2/Treg estava associada a um desfecho clinico adverso,
sugerindo um possivel papel das células Treg no controle da imunidade anti-tumoral
mediada por células Th2. Esta hipotese ainda necessita de validacéo.

No microambiente do LHc, além das células Treg convencionais
CD25+FoxP3+, encontram-se outras células imunoreguladoras chamadas de células
Tr1®. E descrito ainda a existéncia de outro subconjunto de células T

imunoregulatérias, denominadas células T auxiliares do tipo 3 (Th3), mas ainda nao

caracterizadas no microambiente do LH'®. Todas elas inibem respostas imuno-
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efetoras e sdo importantes no controle das respostas a antigenos externos, incluindo
respostas imunolégicas nos transplantes’®®, além de protecdo contra as doencas
auto-imunes'®. Todas estas células partilham da capacidade de secretar IL10 e
TGFR'®. Recentemente, foi descrita a existéncia de células T auxiliares do centro
germinativo (Thcg) as quais caracteristicamente expressam PD1'' conjuntamente
com SAP™? e poderiam estar associadas ao prognéstico no LHc*2.

O papel dos macréfagos como células associadas a pior sobrevida em
adultos com LHc tem sido recentemente evocado, mas controversa na literatura a

melhor forma de avalia-los****°,
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2.7 AIL10 no Processo Tumorigénico

A IL10 foi descrita inicialmente como uma citocina antiinflamatoria
produzida por linfocitos T CD4+, com diferenciacdo Th2, e reconhecida por inibir a
producéo de INF-y por células Th1'®. Além das células T, diferentes tipos celulares
sdo capazes de produzir IL10, principalmente monécitos, macréfagos, linfocitos B e
células neoplasicas, sendo que sua producao varia nos diferentes tipos de tecido ou
durante as fases da resposta imune!’. Durante uma infeccéo, a IL10 é capaz de
controlar a resposta de células Thl, NK e macrofagos, o que resulta na amenizacao
da resposta imune*'®

Em relagdo ao cancer, também é possivel visualizar um papel dual desta
interleucina (Figura 2.2). Por um lado, o efeito imunossupressor da IL10 parece estar
envolvido na patogénese de neoplasias, através da inibicdo de macréfagos e da
producdo de IFN-y, potentes mediadores antitumorais e antivirais'*®. A IL10,
portanto, pode contribuir para o desenvolvimento de um ambiente favoravel a
expansao de células neoplasicas e no potencial metastatico das mesmas*°.

Por outro lado, a IL10 funciona como um potente fator de crescimento e
diferenciacdo para linfécitos B humanos'?'. Esta propriedade pode contribuir nas
neoplasias de células B, em particular as associadas com a infeccdo por EBV!#123,

Os efeitos da producdo tecido-especifica da IL10 sdo variaveis nos
diferentes sistemas tumorais. Além dos efeitos na angiogénese, proliferacéo celular
e inibicdo de apoptose, a IL10 pode afetar diferentes aspectos da imunidade anti-

tumoral*®,
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Figura 2.2: Representacao esquematica da producéo de IL-10 por células tumorais e seus efeitos em
células do sistema imune e na resposta inflamatéria. As células tumorais produzem IL10, que atua
como um fator autécrino/paracrino de maneira a promover crescimento celular e induzir producéo de

mais IL10 para suprimir as funcdes de macréfagos e células T do microambiente tumoral (Adaptado

de Ito et aI124).

2.7.1 A IL10 no Microambiente Tumoral do Linfoma de Hodgkin
Classico

A 1L10 tem a capacidade de inibir indiretamente a producao de citoquinas
tanto pelas células T como pelas células NK, via inibicdo da funcdo de células
acessorias (macréfagos e mondcitos)**®. A IL10 inibe um amplo espectro de func¢ées
dos macrofagos/mondcitos ativados, incluindo a producdo citoquinas/quimiocinas
pré inflamatorias, expressdo do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) de
classe Il e moléculas co-estimulatérias tais como IL12, CD80/CD86®. A IL10 pode

atuar diretamente nas células T CD4, inibindo proliferacdo e producéo de IL12 (uma
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citoquina chave na diferenciacdo das células Thl), IFN-a, IL4, IL5 e IFN-y*8. Assim,
a IL10 pode diretamente regular as respostas Thl e Th2 por limitar ndo s6 a
ativacao e diferenciacdo dos linfécitos T nos linfonodos, como também por suprimir a
resposta pré-inflamatéria nos tecidos'®. A IL10 e o TGFB podem induzir as células
dendriticas a se diferenciarem em um subtipo especializado chamado de célula
dendritica tolerogénica que tem a capacidade de induzir células Treg. A IL10
também inibe a producdo tanto das quimioquinas CC e CXC pelos mondcitos
ativados; estas moléculas estdo implicadas no recrutamento dos mondcitos, CD,
neutréfilos e células T2, Nas células B, a IL10 é um potente co-fator de proliferacdo
destas células, assim como uma molécula associada a sobre-vivencia através da
inducdo de Bcl2'*" *?°. As células H-RS podem secretar IL10, contribuindo para um
microambiente imunossupressivo, e consequentemente, para sua sobrevivéncia.
Dadas as propriedades biolégicas da IL10 em influenciar a composi¢ao do
microambiente no LHc, mediante o aumento do numero das células T
imunoreguladoras e o trafego de células imunes, e dado que muitas células do
microambiente do LHc segregam TGFR®, é possivel que fatores genéticos do
hospedeiro que definam fendtipos de alta ou baixa expressdo desta citocina, como
por exemplo os polimorfismos da regido promotora da IL10 possam contribuir na
definicAo de algumas caracteristicas histoldégicas do LHc pediatrico, assim como
influenciar algumas caracteristicas do ciclo celular nas células H-RS. Até o

momento, ndo existem estudos que avaliem estas hipoteses.

2.7.2 Os Polimorfismos da IL10
Polimorfismo genético é definido como a ocorréncia de duas ou mais

variantes alélicas determinadas por um locus genético simples, ocorrendo a variante
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ou o alelo mais raro com uma frequiéncia populacional igual ou superior a 1% ou 5%,
de acordo com o critério escolhido™?’.

Os polimorfismos podem ser do tipo nucleotideo simples (SNPs),
sequiéncias repetitivas, insercdes e delecdes'®. As variantes mais comumente
encontrada sdo SNPs bialélicos*?®, encontrando-se no genoma humano um SNP a
cada aproximadamente 300 pares de base (pb)**°. Foi também observada uma forte
correlacdo entre alelos vizinhos, indicando que, em sua maioria, 0s SNPs
proximamente localizados em um cromossomo sao herdados juntos, através de
geracdes. Os SNPs organizam-se hierarquicamente sob forma de blocos no DNA,
chamados haplétipos™™.

A IL10 humana é codificada por um gene no cromossomo 1, regido 1931—
19322 no qual foram identificados mais de cem SNPs, depositados no banco de
dados dbSNP (NCBI, National Center for Biotechnology Information). O promotor do
gene da IL10 foi extensamente caracterizado*?**, tendo sido identificados 14 SNPs
com elevado desequilibrio de ligacdo entre si, indicando que sdo herdados em
blocos™*.

Trés SNPs sao bem caracterizados na porcdo proximal do promotor do
gene da IL-10 os quais se encontram nas posicdes -1082, -819 e -592'%°. Na
posicdo -1082, ocorre a substituicdo nucleotidica de uma adenina (A) por uma
guanina (G), dentro de um sitio de ligacdo ao fator de transcricdo de Ets'*®. Na
posicdo -819, a substituicdo de uma citosina (C) por uma timina (T) ocorre em uma
regido de regulacdo positiva, e a substituicdo de uma C por A na posi¢cdo -592
ocorre em um sitio de ligagdo a STAT3%,

Existe um forte desequilibrio de ligagédo entre os alelos -819C e -592C, o

gue resulta na ocorréncia do haplétipo ACC ou GCC, quando existe uma A ou uma
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C, respectivamente, na posicdo -1082. No entanto, a combinacéo dos alelos -819T e
-592A, s6 ocorre na presenca do alelo -1082A resultando na formacéo do haplotipo
ATA. Portanto, somente trés dos quatro haplotipos possiveis foram encontrados na
populacdo caucasiana’®®. Juntos os haplétipos ACC, ATA e GCC contribuem para
mais de 98% dos haplétipos presentes na populacdo norte-americana, com uma
pequena representacéo de um haplétipo raro “GTA"8 13¢,

A expressdo génica de IL10 resulta em um RNA mensageiro de
aproximadamente 2 Kb**’ que é traduzido em uma proteina de 178 aminoacidos.
Estudos familiares e de gémeos indicam que entre 50-75% da variabilidade
interindividual nos niveis de IL10 podem ser atribuidas a variacées genéticas™3**%,

Os diferentes genadtipos e haplotipos do gene da IL10 foram associados,
em estudos in vitro e in vivo, com uma producdo diferencial da proteina**°. Estudos
in vitro mostraram que a variabilidade individual pode atingir diferencas de até dez
vezes na producao de IL10 entre individuos portadores de gendtipos de alta e baixa
producao®* 14,

Na maioria dos trabalhos focados no estudo da expressdo de IL10, o
genatipo -1082GG, assim como o haplétipo proximal GCC, foi relacionado a elevada
expressdo da proteina, enquanto que o inverso foi encontrado em relacdo ao
genotipo -1082AA e o haplétipo ATA® 139142146 -~ 5utros autores encontraram que o
gendtipo -1082AA e haplétipo ATA sdo as variantes de alta producdo de L1074,
As controvérsias encontradas na literatura sugerem que as variantes alélicas do

promotor da IL10 podem ter efeitos diferentes na regulacdo da expressao desta

molécula de acordo ao tipo celular.
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2.8 O gene CTLA4 como Possivel Candidato a Modulacd o do
Microambiente Tumoral do Linfoma de Hodgkin Classic o]
Em 1970, Bretscher e Cohn proposeram o modelo de dois sinais da

ativacdo linfocitaria, para explicar a discriminacdo “self/nonself"*>°

, ho qual a
ativacdo T requer dois sinais independentes e complementares; o primeiro é
transduzido através do receptor de células T (TCR), apds 0 engajamento antigénico
e 0 segundo, o sinal co-estimulatorio, € fornecido pela ligacdo de um receptor
diferente presente na superficie da célula T, seja por fatores solaveis, ou por
moléculas presentes na célula apresentadora de antigenos (APC). A clonagem do
CD28 em 1987 iniciou o entendimento das bases moleculares da coestimulacao.

A ligagdo de CD28 com os seus ligantes B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86)™*
tem como consequencia uma resposta proliferativa das células T e um aumento da
expressdo de citocinas'*?.

O antigeno 4 do linfécito T citotoxico (do inglés cytotoxic T-lymphocyte
antigen, CTLA4), também membro da superfamilia de imunoglobulina'®, é um
homologo de CD28, com capacidade de se ligar a B7-1 e B7-2, porém, com maior
afinidade de ligacdo que CD28™*,

Tanto CD28, quanto CTLA4 podem ser encontrados na superficie das
células T. Em contraste com CD28, que é expresso constitutivamente na membrana
da maioria dos linfécitos T CD4+ e em cerca de 50% dos linfocitos T CD8+, CTLA4 é
expresso somente nas células T ativadas e € um regulador negativo da funcdo das
células T (16)*°. Diferentemente, a expressédo do CTLA4 é constitutiva nas células
Tregs™:3.

CTLA4 exerce efeitos distintos e independentes durante as diferentes

fases da resposta T, incluindo a definicho de um limiar para a ativagédo T, a
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suppressao da proliferacdo das células T e a inducdo da apoptose em células T
ativadas™®. Os mecanismos responsaveis pela atividade do CTLA4 ndo sdo bem
entendidos. Sabe-se que CTLA4 reduz o sinal coestimulatorio positivo de CD28
através da competicdo pelos ligantes B7.1 e B7.2 nas células apresentadoras de
antigeno, diminuindo a capacidade destas células de ativar células T
convencionais™’. Outros mecanismos pelos quais esta molécula é capaz de regular
negativamente a funcdo T incluem a interferéncia com a sinalizacdo do TCR,
bloqueio da producéo de IL2, promocdo da apoptose das células T**® e inducéo da
citocina supressora TGFR™°.

CTLA4 é também capaz de inibir a funcdo das células dendriticas pela
inducdo do catabolismo do triptéfano, através da hiper-regulagdo da producdo da
enzima imunoregulatéria indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) pelas APC'®. Esta
enzima atua na quebra do triptofano, o qual é essencial para a proliferacdo das
células T™* 7, Mais ainda, CTLA4 pode regular a polarizacdo das células T CD4+
para T-helper (Th) 1 ou Th2, diretamente através do controle da intensidade do sinal
de ativacéo, ou indiretamente, através da producéo de IDO.*®*

Camundongos deficientes em CTLA4 manifestam uma doenca
linfoproliferativa massiva, que é letal por volta de 3 semanas apés o nascimento’®?,
Estudos com modelos animais sugerem que sua acao inibitdria € mais pronunciada
na resposta imune secundaria do que na primaria, levando crer que a estimulacao
cronica das células T resultaria em niveis altos e persistentes da proteina CTLA4'®,

Duas isoformas séo descritas para o CTLA4, uma localizada na superficie
celular e outra secretada (sCTLA4), resultante do processamento do exon 3 que

codifica o0 dominio transmembrana®?® ®*. A isoforma localizada na superficie celular

exerce sua funcdo por ligacdo direta a B7.1 ou B7.2'*. Em relacdo & forma
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secretada, pouco se sabe a respeito do funcionamento, e 0s poucos estudos
existentes s&o controversos quanto ao seu papel nas doengas auto-imunes*®3,

O gene CTLA4 humano esté localizado na banda q33 do cromossomo 2 e
€ composto por 4 éxons que codificam dominios funcionais separados: seqiéncia
lider, dominio extracelular, dominio transmembrana e dominio citoplasmatico®®®.

Mais de 100 SNPs tem sido identificados na regido do gene CTLA4, e
varios estudos tém demonstrado que alguns SNPs funcionais estédo relacionados ao
risco de desenvolvimento de diversas doencas auto-imunes'®®. Dentre estes, os
polimorfismos da posicao +49 (sequéncia lider) e CT60 (regido 3’ nao traduzida) tém
sido muito investigados em relacéo aos seus efeitos funcionais nas células T, assim
como quanto aos efeitos patogénicos nas doencas autoimunes. Os efeitos
funcionais descritos para estas variantes genéticas incluem uma maior capacidade
de ligacdo da proteina CTLA4 a B7, niveis maiores de expressdao do RNAm,
alteracdo da razado entre isoforma soluvel/transmembrana, regulacdo da ativacao e
proliferacdo T, e controle do nimero de células Treg na periferia.

O SNP +49 A> G (rs231775) € o unico polimorfismo ndo sinénimo de
CTLA4, que causa a substituicdo do aminoécido 17Ala por 17Thr na sequencia lider
da proteina. A ligacdo a B7 € maior em CTLA4-17Thr (genétipo +49AA) que em
17Ala (+49GG), indicando que a substituicdo aminoacidica de 17Ala por 17Thr
aumenta significativamente a eficiéncia de interagéo entre CTLA4 e B7.1'%°. Como
consequéncia o efeito inibitério na ativagdo e proliferacdo de células T € maior em
CTLA4-17Thr (AA) que em CTLA4-17Ala (GG). O gendtipo +49AA também foi
associado a menor ativacado das células Treg, menor produccion de IL2, e menos
proliferacdo T, quando comparado ao efeito do gendtipo +49GG*®"*%8 Além disso, a

variante +49 G>A esta relacionado ao nivel de expressao da proteina CTLA4. Tem
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sido demonstrado que o alelo +49G tem expressdao do RNAm diminuida em células
nao estimuladas e de isoforma celular (transmembrana) em células estimuladas, em
relacdo ao alelo +49A81%,

O SNP CT60 A>G (rs3087243) tem sido implicado no processamento e
producdo da forma solivel do CTLA4. Os portadores do alelo CT60G mostram
menor nivel de sCTLA4. Ueda et al*”® encontraram o alelo G de CT60 associado a
uma reducdo de 50% no nivel de isoforma soluvel (sCTLA-4). O alelo CT60G foi
associado a um risco maior de desenvolver doenca autoimune, devido aos niveis
baixos de sCTLA4, e a consequente menor capacidade de suprimir a resposta T.
Por sua vez, genotipos de alta producédo de sCTLA-4 (CT60AA) mostraram proteger
contra doenca autoimmune. 1.

Pouco se sabe a respeito da funcionalidade do SNP na regido promotora
do gene CTLA-4, SNP -1722 (A>G) (rs733618), sendo controversos os resultados a
respeito da maior ou menor producdo da proteina. Os individuos portadores do
genotipo -1722AA tém sido associados ao maior risco de desenvolvimento lUpus

eritematoso sistémico®’!

e portanto, a presenca do alelo -1722A deve estar
associada a menor efeito inibitorio.

Visto que os SNPs descritos séo capazes de influenciar a proliferacéo de
linfécitos T, € plausivel que estes SNPs possam influenciar a composicdo do

microambiente tumoral no LHc. Até o0 momento, ndo existem estudos na literatura

voltados a elucidar esta hipoétese.
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3- OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo das caracteristicas clinicas, morfologicas, de
imunoexpressao das células neoplasicas e reacionais, e de fatores genéticos do
hospedeiro para contribuir na construcdo de um modelo histo-patogenético do

linfoma de Hodgkin classico na faixa etaria pediatrica.

3.2 Objetivos Especificos

1) Estudar caracteristicas demograficas, de associacdo com o EBV e de
apresentacao clinica do LHc pediatrico em uma localidade da regido Sudeste do
Brazil (Rio de Janeiro), comparando-as com o descrito para outras regides
geogréficas;

2) Caracterizar por imunohistoquimica as diferentes subpopulacdo de
linfécitos do microambiente tumoral no LHc pediatrico e sua distribuicdo nos
diferentes subtipos histolégicos e subgrupos clinicos;

3) Determinar o impacto prognostico do numero e tipo de células
inflamatorias no microambiente do LHc pediatrico;

4) Determinar se a presenca do virus Epstein-Barr influencia a
composi¢cdo do microambiente tumoral;

6) Determinar as possiveis relagbes entre a composicdo do
microambiente tumoral e algumas caracteristicas de funcionamento do ciclo celular e

apoptose nas células neoplasicas;
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7) Determinar se os polimorfismos da regido promotora da IL10 e do gene
CTLA4 poderiam influenciar as caracteristicas histoldgicas do LHc pediatrico e a

composi¢cado do microambiente tumoral.
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4- METODOLOGIA

4.1 Desenho do Estudo

Estudo retrospectivo do tipo coorte.

4.2 Populacao do Estudo

Pacientes matriculados no Instituto Nacional de Cancer (INCA) no periodo
de 01/01/1999 a 31/12/2006, tratados nos servicos de Hematologia e Oncologia
Clinica, cujo diagnostico no Departamento Integrado de Patologia (DIPAT) tenha

sido de linfoma de Hodgkin classico.

4.3 Critérios de Incluséo

As condi¢des de elegibilidade dos pacientes para este estudo foram:

a) ldade de até 18 anos ao diagndstico;

b) Diagnostico de linfoma de Hodgkin classico, segundo a Organizacdo
Mundial de Satde (OMS)*;

c) Existéncia do bloco de parafina com material tumoral do diagndstico no
arquivo do Departamento Integrado de Anatomia Patolégica do INCA,;

d) Ter sido tratado com protocolos de tratamento baseados na

administracao de antraciclinas.

4.4 Critérios de Excluséo
Foram excluidos do estudo os casos que tiveram bloco de parafina com
material tumoral do diagndstico insuficiente para realizacdo das técnicas

experimentais propostas neste estudo: imunohistoquimica, hibridizagcdo in situ e
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PCR. Os pacientes com diagnoéstico de linfoma de Hodgkin predominio linfocitico
nodular* foram também excluidos do estudo, assim como os pacientes portadores

do HIV.

4.5 Dados Clinico-Epidemiologicos

Os dados de cada paciente referentes a procedéncia, historia clinica,
exames clinico-radiolégico-laboratoriais ao diagndstico, tratamento, resposta
terapéutica e seguimento, conforme ficha de registro, (anexo Il) foram obtidos do
prontuario medico.

Na tabela 4.1, encontram-se os valores de normalidade para os exames
laboratoriais avaliados: leucometria, hemoglobina, desidrogenase latica (DHL) e

velocidade de hemossedimentacédo (VHS).

Tabela 4.1: Valor de referéncia dos exames laboratoriais analisados.

EXAME VALOR DE REFERENCIA
Leucometria 6 a 10 x 107/
Hemoglobina 13 g/dI

Desidrogenase Lética até 480 U/

Velocidade de Hemossedimentacao até 20mm

O estadiamento dos pacientes foi realizado segundo o preconizado pelo
Estadiamento Ann Arbor?®. Os pacientes com estadiamento 11B, llIB e IV foram

considerados como de grupo desfavoravel, os demais como de grupo favoravel*.

4.6 Estudo Histoldgico
a) Para todos os blocos de parafina contendo material tumoral ao

diagnéstico, foram preparadas laminas comuns coradas por hematoxilina e eosina
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(HE) segundo técnica padrdo’’?, para que fossem escolhidos os blocos com melhor
representatividade da neoplasia. Desta forma, cada paciente teve apenas um bloco
de parafina utilizado em todas as etapas experimentais do estudo.

b) Todos os casos foram revistos independentemente pelo discente e pelo
Prof. Gerald Niedobitek (Unfallkrankenhaus Berlim, Berlim - Alemanha). Os casos
discordantes foram vistos ao mesmo tempo num microscopio “double-head” e foram
discutidos até um consenso ser obtido. Os subtipos histologicos (EN, CM, DL e RL)
foram classificados segundo a OMS™.

c) Foi determinado o numero de células neoplasicas em 10 campos de
grande aumento (CGA), o numero de eosindfilos (Eo) em 10 CGA e o numero de
mitoses em 10 CGA. Para tanto, foi utilizado um microscopio Nikon modelo Elicpse
E-2000 composto por: um par de lentes oculares com aumento de 10x e 20mm de
campo (campo amplo); lentes objetivas planométricas de 6tica infinita com aumento
de 4x, 10x, 40x e 100x. O campo de grande aumento foi considerado como o
aumento total resultante da combinacdo das lentes oculares (10x) com a lente
objetiva de 40x.

d) Os casos de esclerose nodular foram graduados seguindo os critérios
propostos pelo Grupo Nacional Britanico de Investigacéo de Linfoma®. Desta forma,
a EN foi considerada de grau | quando 75% ou mais dos ndédulos continham
escassas células H-RS num fundo rico em linfocitos ou inflamatorio misto ou
fibrohistiocitico. A EN grau Il foi estabelecida quando pelo menos 25% dos nédulos
continham um numero aumentado de células H-RS, representado por ninhos de

células neoplasicas preenchendo um CGA™.
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e) O risco da esclerose nodular foi avaliado segundo os critérios

propostos por von Wasielewski et al**, em alto e baixo risco. A determinac&o do risco

se baseia em:

Eosinofilia: caracterizada pela presenca de eosindfilos num
percental de no minimo 5% de todas as células do linfonodo, ou
grupos de eosindéfilos em no minimo 5 CGA,;

Atipia das Células H-RS: mais de 25% das células neoplasicas
devem ser bizarras e de aparéncia anaplasica com nucleo
pleomorfico, hipercorado e membrana nuclear irregular;

Deplecédo Linfocitaria: os linfécitos devem representar menos de

33% de todas as células do linfonodo

Os casos de EN que ndo apresentarem nenhum destes fatores sao

classificados como EN de baixo risco (EN-BR) e os casos com pelo menos um dos

fatores sédo classificados como EN de alto risco (EN-AR).

f) O grau de envolvimento interfolicular pelo linfoma de Hodgkin foi

estimado semiquantitativamente, conforme o escore proposto por Zhou et al”:

0.

1.

auséncia de foliculo residual;

foliculo remanescente e/ou ocasionais foliculos com centros
germinativos;

frequentes foliculos residuais com centros germinativos e infiltrado
tumoral interfolicular;

hiperplasia folicular extensiva com infiltrado tumoral interfolicular.
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Os casos com escore 2 ou 3 foram classificados como LHc com padrao

interfolicular.

4.7 Construcao do “Tissue Micro-Array” (TMA)

As laminas de HE representativas da neoplasia, conforme descrito no
item “a” da secao “4.6”, foram utilizadas para a identificacdo das areas usadas nos
TMAs. Foram realizadas marcacdes circulares das regides mais representativas do
tumor nas laminas de HE e nos blocos de parafina correspondentes (blocos
doadores). Usando um “tissue microarrayer” (Beecher Instrument, Silver Springe,
MD), as areas de interesse previamente marcadas foram retiradas e transferidas
para um bloco receptor de resina sintética (Histosec, Merck). Para cada caso, foram
retirados dois cilindros de 1 mm (“cores”) de duas areas distintas do tumor.

O bloco receptor foi cortado numa espessura de 4um numa quantidade
suficiente para a producao de 100 laminas. Os cortes foram recolhidos com filme
aderente comercial (Instrumedics) e depositados em laminas de vidro revestidas
com adesivo especial (Starfrost, Instrumedics). O tecido foi fixado através da
exposicdo das laminas a luz ultravioleta por 15 minutos e o adesivo plastico foi
removido com solvente nao clorinado (TPC, Instrumedics). As laminas foram
identificadas e armazenadas a -20° C.

A etapa do estudo referente a construgdo do TMA foi realizada em
colaboracdo com o Dr. Fernando Augusto Soares, Departamento de Patologia do

Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital do Cancer A.C. Camargo, Sao Paulo.

4.8 Estudo Imunohistoquimico
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Os anticorpos primarios utilizados na caracterizacdo da populacao celular
neoplasica, bem como o padrdo de marcacao esperado e 0s pontos de corte estao
descritos na Tabela 4.2. Os anticorpos primarios utilizados na determinacdo das
populacao celulares benignas do microambiente tumoral e o padrdo de marcacao

esperado estdo descritos na Tabela 4.3.

4.8.1 Procedimentos Gerais

Foi utilizada a técnica do complexo peroxidase-anti-peroxidase (PAP),
seguindo 0s passos:

a) Desparafinizacdo dos cortes por incubacdo em estufa a 60C por 30
minutos, seguida por 2 banhos em xilol de 10 minutos;

b) Hidratacdo dos cortes através de banhos sucessivos (5 minutos) em
etanol de concentracdo descendente (etanol 100%, etanol 70%), seguidos de
lavagem das laminas em agua corrente por 5 minutos;

c) Recuperacao antigénica por calor em forno de microondas a poténcia
méaxima ou em panela de pressdo. ApOs a recuperagdo, as laminas imersas na
solucdo foram deixadas a temperatura ambiente por 20 minutos e posteriormente
lavadas em agua corrente por 5 minutos;

d) Blogueio da peroxidase enddgena através de 3 banhos de 5 minutos,
cada um, em peroéxido de hidrogénio 10 volumes. Apds esta etapa, as laminas foram
lavadas em agua corrente por 5 minutos;

e) Bloqueio de proteinas inespecificas, com solugdo de leite em po
desnatado soluvel a 3% por 20 minutos;

f) Reacgéo do anticorpo primério: O anticorpo primario (100 pl, diluigdo em

BSA 3%) foi aplicado sobre cada corte, seguido de incubacdo em camara umida por
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1 hora a temperatura ambiente. Apos a incubacdo, as laminas foram submetidas a
trés banhos de 5 minutos em tampé&o PBS;

g) Incubacdo do anticorpo de ligagcdo (visualizacdo): O anticorpo
secundario foi aplicado sobre cada corte por 30 minutos. Apds este tempo, as
laminas foram lavadas com trés banhos de 5 minutos em PBS. O kit utilizado variou
de acordo com o anticorpo primario estudado (Tabelas 4.2 e 4.3);

h) Incubacé&o do ligante ao anticorpo secundario (visualizacdo): 100 pl da
solucdo foram aplicados sobre cada corte por 20 minutos. ApGs este tempo, as
laminas foram lavadas com trés banhos de 5 minutos em PBS. Os reagentes
empregados variaram de acordo com o anticorpo primario utilizado (Tabelas 4.2 e
4.3);

i) Revelacdo: 100 pl da solugédo substrato-cromégeno (Cromogeno DAB
DakoCytomation) foram aplicados em cada corte por até 5 minutos. As laminas
foram colocadas em &agua corrente quando os cortes adquiriram a coloragao
acastanhada ou apo0s o término dos 5 minutos de incubacédo. Apos o0 término da
revelacao, as laminas foram lavadas em agua corrente por 5 minutos.

j) Contra-coloracdo: as laminas foram colocadas em solucdo de
hematoxilina de Harris por 30 segundos, sendo posteriormente lavadas em agua
corrente por 5 minutos;

k) Desidratagdo das laminas através de banhos sucessivos de etanol a
concentracOes descendentes (etanol 70%, etanol 100%, etanol 100%, por 5 minutos
cada banho). A desidratacéo foi seguida de um banho em xilol por 5 minutos;

l) As laminas foram montadas e cobertas com laminula utilizando meio de

montagem n&o-aquoso.
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4.8.2 Método de Dupla Marcacéao

Esta técnica foi utilizada para determinar o numero de células FoxP3+
coexpressando Granzima B. O anticorpo anti-Granzima B foi usado como primeiro
anticorpo primario, utilizando o protocolo descrito no item 4.9.1, porém utilizando o
kit ZytoChem Plus HRP Polymer (Zytomed Systems, Berlim, Alemanha) na etapa de
visualizacao .

ApoOs a etapa de utilizacdo do DAB, a lamina de TMA foi lavada por 5
minutos (3x) em PBS e o segundo anticorpo primario (anti-FoxP3) foi incubado,
seguindo os passos descritos no item 4.9.1.

Na etapa de revelacdo, foi utilizado o kit ZytoChem Plus AP Polymer
(Zytomed Systems, Berlim, Alemanha), empregando a fucsina como cromdgeno
(Zytomed Systems, Berlim, Alemanha).

A incubacéo da lamina de TMA com a solucdo de fucsina foi controlada
no microscopio Optico convencional, sendo a reacgdo interrompida ap0s a obtencao
da colaragdo O6tima desejada, colocando-a em PBS. A partir de entdo foram
seguidos os passos posteriores ao item 4.8.1 —i.

Todas as imunomarcacgfes foram realizadas no Laboratério de Biologia
Molecular do CEMO/INCa, com excecao da dupla marcacéo, c-Maf e T-bet que
foram realizadas no Departamente de Patologia do Hospital Unfallkrankenhaus

Berlim (Berlim — Alemanha), durante a etapa do “doutorado-sanduiche”.

4.8.3 Avaliagéo e Pontos de Corte
Para os anticorpos p53, p21 e Ki67 foi adotado o sistema semiquantitativo de
avaliacdo da positividade baseado em escores’® 1+: até 10% de células

neoplasicas positivas; 2+: 11 a 25% de células neoplésicas positivas; 3+: 26 a 50%
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de células neoplasicas positivas; 4+: 51 a 75% de células neoplasicas positivas; 5+:
mais de 75% de células neoplasicas positivas.

A expressdo combinada de p53 e p21 foi utilizada para classificar os
casos de acordo com a funcionalidade de p53, seguindo critérios padronizados na
literatura®® *™*. De acordo com a expresséo combinada, 4 categorias sdo possiveis:
[) p53-/p21-, II) p53+p21+, lll) p53-/p21+, IV) p53+/p21-. Os casos exibindo o padrao

Il e 11l foram considerados como tendo a via de p53 funcional.

4.8.4 Analise Microscopica Computacional Assistida no Estudo do
Microambiente Tumoral e das Células Neoplasicas

Todas as laminas de TMA imunomarcadas foram vistas pelo discente e o
Prof. Gerald Niedobitek para assegurar a confiabilidade das marca¢cfes. Os casos
discordantes foram vistos ao mesmo tempo num microscopio “double-head” e foram
discutidos até um consenso ser obtido.

Para a caracterizacdo do microambiente tumoral, as laminas de TMA
foram submetidas a reagdo de imunohistoquimica com os anticorpos descritos na
tabela 4.3. Cada core foi fotografado num aumento de 200 vezes, utilizando uma
camera AxioCam MRc (Zeiss, Germany). As imagens foram transferidas para um
computador pessoal. Com o programa HISTO (Biomas, Elangen, Alemanha), foi
determinado o nimero de linfécitos imunomarcado por 1mm?.

Para a determinacdo do numero de células neoplésicas uninucleadas
(NUM) e multinucleadas (NMN), foram utilizadas as laminas convencionais coradas
por HE e escolhido o campo com maior representatividade dessas células. Este
campo foi fotografado num aumento de 200 vezes, utilizando uma camera AxioCam

MRc (Zeiss, Germany). As imagens foram transferidas para um computador pessoal.
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Com o programa HISTO (Biomas, Elangen, Alemanha), foi determinado o nimero de
células NUN e NMN por Imm?. Para cada caso, a raz&o entre o nimero de células
NUN e NMN foi obtida.

Os percentis 25 e 50 para cada populacéo linfocitaria foram utilizados a
fim de categorizar a intensidade do infiltrado.

Na analise, foi considerado para cada caso o core com maior niumero de
células H-RS misturadas aos linfocitos. Centros germinativos, quando presentes,
nao foram considerados na analise. Para cada populacéo linfocitaria, os casos que
nao tiveram imunomarcacdo em ambos o0s cores foram considerados como nao

avaliaveis.



63

Tabela 4.2: Descrigdo dos anticorpos utilizados no estudo imunohistoquimico da caracterizagao das células neoplasicas, em relagao as questdes técnicas do

produto, tipo de marcacéo e critérios de positividade.

ANTICORPO CLONE FABRICANTE DILUICAO TAMPAO IMUNODETECCAO MARCACAO POSITIVIDADE

CD20 L-26 DakoCytomation 1:1000 Citrato LSAB Membrana Qualquer célula
H-RS
CD15 C3D-1 DakoCytomation 1:50 Citrato LSAB Membrana Qualquer célula
e/ou para- H-RS
nuclear
CD30 Ki-1 DakoCytomation 1:40 EDTA Envision Membrana Qualquer célula
e/ou para- H-RS
nuclear
LMP-1 CS 1-4 DakoCytomation 1:50 Citrato LSAB Membrana Qualquer célula
H-RS
p53 DO-7  DakoCytomation 1:500 EDTA LSAB Nuclear >50% de células
H-RS
p21 SX-118 DakoCytomation 1:50 EDTA LSAB Nuclear >50% de células
H-RS
Ki-67 MIB-1  DakoCytomation 1:100 Citrato LSAB Nuclear >50% de células
H-RS
Bcl2 124 DakoCytomation 1:50 EDTA Envision Membrana >10% de células

H-RS
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Tabela 4.3: Anticorpos utilizados na caracterizacdo imunohistoquimica das células inflamatérias do microambiente tumoral do linfoma de Hodgkin. Descricao

das questdes técnicas referentes ao produto e o tipo de marcacéo esperada.

ANTICORPO CLONE  FABRICANTE DILUIGAO TAMPAO IMUNODETECCAO MARCACAO
CD3 Policlonal DakoCytomation 1:50 EDTA LSAB Membrana
CD4 1F6 Novocastra 1:50 EDTA Envision Membrana
FoxP3 22510 Abcam 1:150 EDTA Envision Nuclear
C-maf M-153 Santa Cruz 1:50 EDTA ZytoChem Plus HRP Polymer Nuclear
T-bet 4B10 Santa Cruz 1:50 EDTA ZytoChem Plus HRP Polymer Nuclear
CD8 C8/144B DakoCytomation 1:50 EDTA Envision Membrana
Tia-1 TIA-1 Abcam 1:150 Citrato LSAB Membrana

Granzima B GrB-7 DakoCytomation 1:90 Citrato Envision Membrana




4.9 Hibridizacdo in situ para EBER-1 (EBER-ISH)

A infeccdo pelo EBV foi investigada nas amostras de tumor fixados e
incluidos em parafina (FIP), pela técnica de hibridizacdo in situ, utilizando sondas
biotiniladas para o RNA EBER-1 conforme os passos descritos a seguir'’:

a) Desparafinizacdo dos cortes por incubacdo em xilol na estufa a 60C
por 30 minutos, seguida por 2 banhos em xilol de 10 minutos, cada um;

b) Hidratacdo dos cortes através de banhos sucessivos em etanol de
concentracdo descendente e agua destilada (etanol 100%, etanol 95%, etanol 70%,
agua destilada), durando cada banho 5 minutos;

c) Incubacado dos cortes com proteinase K (20pg/ml) em camara umida e
a 65° C por 30 minutos, seguido por dois banhos de 3 minutos em agua destilada;

d) Desidratacdo dos cortes através de banhos sucessivos em etanol de
concentracdo ascendente (etanol 70%, etanol 95%, etanol 100%), durando cada
banho 5 minutos, seguido de secagem dos cortes em temperatura ambiente;

e) Hibridizacdo: os cortes foram incubados com 10ul da sonda biotinilada
EBER-1 (Novocastra) e cobertos com laminulas. Em seguida, as laminas foram
acondicionadas na camara umida e levadas por 15 minutos a estufa a 65° C para o
bloqueio da fosfatase alcalina enddgena. Apds este tempo, as laminas foram
incubadas em estufa a 37° C por 2 horas;

f) Apos a hibridizacdo, as laminas foram lavadas em TBS 0,1% Triton X-
100, trés banhos de 3 minutos cada um, e acondicionadas em camara umida. O
blogueio de hibridizacdo inespecifica foi realizado por incubacdo com 100ul de
solucdo bloqueante (TBS 0,1%; Triton X-100; BSA 3%) por 10 minutos a

temperatura ambiente;
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g) O anticorpo anti-FITC conjugado com fosfatase alcalina (diluicdo 1:200
em solucdo bloqueante) (Novocastra), foi adicionado (100 ul) e incubado por 20
minutos. As laminas foram lavadas duas vezes em TBS, por 3 minutos, seguido de
incubacédo em solucéo de fosfatase alcalina (pH 9,0) por 5 minutos;

h) Deteccao: Aplicou-se 100 pl de solugdo de deteccédo preparada no
momento (1ml de solucdo de fosfatase alcalina, 8 pl do BCIP/NBT, 1 ul de
Levamisole) (Novocastra). Posteriormente, os cortes foram cobertos por laminulas e
a incubacéo procedeu por 16 horas a temperatura ambiente, em camara umida e
escura;

m) ApoOs a incubacdo com a solucdo de deteccdo, as laminas foram
lavadas em agua corrente por 5 minutos. Em seguida, as laminas foram colocadas
em solucdo de hematoxilina de Harris por 30 segundos, sendo posteriormente
lavadas em agua corrente por 5 minutos;

n) As laminas foram montadas em meio aquoso.

Utilizou-se para cada reacdo, como controle positivo, uma lamina
contendo corte de linfoma de Burkitt EBV-positivo. A reacéo foi considerada positiva
quando se observou a marcagcdo nuclear enegrecida. Os casos de LHc foram
considerados positivos para o EBV quando qualquer uma das células H-RS

exibissem a marcacéo nuclear.

4.10 Extracdo de DNA
Amostras de tumor FIP foram processadas para obtencdo de DNA por
métodos padronizados no Laboratério de Biologia Molecular do CEMO*’®, a partir de

secOes microtomizadas de 5 pum.
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A desparafinizacdo dos cortes foi realizada com 1 ml de xilol,
homogenizacdo por 5 minutos e centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos. Estes
procedimentos foram repetidos 2 - 3 vezes, de acordo a quantidade de parafina no
tecido. Depois de eliminado o sobrenadante, o tecido foi secado a temperatura
ambiente.

Os tecidos desparafinizados foram ressuspendidos em tamp&o nao idnico
de lise nuclear (KClI 50 mM, Tris-HCI pH 8,0 10 mM; EDTA 0,1 mM; Tween 20®
0,5% v/v e H,O destilada), e proteinase K (200 pg/ml), seguido de incubacéo por 12h
a 65<C. Finalizada a digestao, centrifugou-se o mat erial a maxima velocidade por 5
minutos. Uma vez recuperado o sobrenadante foi adicionado um volume apropriado
de solucdo de precipitagdo de proteinas (Acetato de amobnio 7.5 M, Promega),
seguido de homogenizacao e incubacédo por 5 minutos em banho de gelo. Depois de
centrifugagcédo a maxima velocidade, o sobrenadante foi transferido a um novo tubo e
0o DNA foi precipitado com isopropanol (Merck) gelado. O “pellet” foi lavado 3 vezes
com etanol 95% (Merck) e o DNA obtido foi ressuspendido em agua destilada estéril,
a uma concentracao aproximada de 200 ng/ul.

A quantificacdo do DNA foi realizada em um espectrofotdmetro
NanodropTM 9000 (Thermo Scientific), por meio de leituras feitas no comprimento
de onda de A 260nm, considerando que uma unidade de densidade Optica
corresponde a aproximadamente 50pg/ml para DNA de dupla fita’”’. A pureza das
amostras foi estimada pela relagdo 260/280. Amostras com valores entre 1,8 e 2,0
foram consideradas com grau de pureza satisfatorio.

A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose
0,8%. Antes de realizar as reacdes de PCR convencional, a amplificabilidade do

DNA extraido foi avaliada utilizando uma reacdo de PCR multiplex incluindo
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iniciadores universais para 0s genes constitutivos de copia simples GAPDH e [3-

globina, abrangendo uma faixa de amplificaco entre 110 e 454 pb*®.

4.11 Caracterizagdo dos Polimorfismos do Promotord o Gene IL10

4.11.1 Estratégia de Genotipagem

Foram estudados 3 polimorfismos de base simples ou SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) da regidao proximal do promotor do gene da IL10: os
SNPs -1082 A/G, -819 C/T e -592 C/A™. Estes SNPs estdo em desequilibrio de
ligacdo e apresentam combinacées mais frequentes na populagdo, constituindo
haplétipos proximais***.

Os experimentos para deteccdo dos polimorfismos da IL10 foram
realizados por etapas. A principio, foi genotipada a posicédo -1082G/A, com duas
reagcbes de PCR realizadas em paralelo. Posteriormente, realizaram-se o0s
experimentos para a genotipagem da posi¢do -592A/C. A confirmac¢do do genotipo
do SNP -819 foi realizada mediante a incorporacdo de um iniciador especifico nas
reacoes de haplotipagem experimental. A combinagcdo dos genotipos dos dois SNPs
foi confirmada por reacbes AS-PCR (do inglés, Allele Specific Polimerase Chain
Reaction) cruzadas utilizando iniciadores especificos para as posicoes -1082, -819 e
-592. Esta técnica foi realizada “as cegas” em relacdo aos resultados das PCRs

simples para genotipagem dos SNPs -1082 e -592.

4.11.2 Genotipagem dos SNPs -1082 A/G e -592A/C
Para a genotipagem por AS-PCR foram realizadas duas reacbes em

paralelo. Um dos iniciadores € comum para ambas as reacbes e 0 outro é
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desenhado em duas versbes que diferem no nucleotideo situado no extremo 3,
possibilitando a discriminac&o entre as variantes alélicas A ou G*"#*7°,

Foram realizadas duas reacdes independentes, com as seguintes
combinac¢des de iniciadores: JW-F/B1 para amplificar o alelo G e JW-F/B2 para
amplificar o alelo A da posicéo -1082. Para a identificacdo dos alelos -592A e -592C,
as combinacbes de iniciadores wusadas foram 592/592A e 592/592C,
respectivamente. As seqUéncias dos iniciadores para ambas as reacdes encontram-
se descritas no anexo VI.

As reacdes finais para genotipagem de ambos os SNPs foram realizadas
em volumes finais de 30 ul, com 30 ciclos e temperatura de “annealing” de 60C
para 0 SNP-592 e 59C para o SNP-1082. As reacdes d e PCR continham tampéao de
reacdo 10 mM KCI, 50 mM Tris-HCI (pH 8,3), 0,2 mM de cada dNTP, 0,33 uM de
cada oligonucleotideo iniciador e 1U de Taq Polimerase Platinum (Invitrogen). Foram
usados 50 ng de DNA gendmico como substrato para as reacdes de PCR.

Os produtos das reacdes de AS-PCR foram visualizados em géis de
poliacrilamida 8% corados com nitrato de prata. O tamanho esperado dos produtos
de amplificagdo variou entre 134 pb e 150 pb para a posi¢do -1082, devido a
existéncia de uma regido de microsatélite flanqueada pelos iniciadores utilizados na

reacao, e foi de 200 pb para a posi¢ao -592.

4.11.3 Controle de Genotipagem do Promotor do Gene  daIL10
Com o proposito de diminuir a incidéncia de erros de genotipagem, foram

abordadas diversas estratégias para a confirmacao dos resultados:
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a) Todas as reacdes foram repetidas pelo menos duas vezes em cada
caso. Os homozigotos foram objeto de especial atencao, no intuito de eliminar o viés
por sub-deteccao de alelos.

b) Para cada experimento, amostras de gendtipo conhecido foram usadas
como controles, incluindo, 2 homozigotos do alelo de maior frequéncia, 2 do alelo
variante, 2 heterozigotos e 2 controles sem DNA.

c) A hipétese do equilibrio de Hardy-Weinberg foi periodicamente testada
através das andlises das frequiéncias genotipicas pelo teste do Xx° Desvios do
equilibiro de Hardy-Weinberg podem ser considerados evidéncia de erros de

genotipagem*®.

4.12 Caracterizagao dos Polimorfismos do Gene CTLA4

Para o estudo dos polimorfismos de CTLA4 foram escolhidas as
seguintes posicoes: rs733618 (-1722 A/G), rs5742909 (+49 A/G) e rs3087243 (CT60
A/G), baseado em funcionalidade e freqiéncia populacional >5%.

Foram utilizados 20ng de DNA de alto peso molecular ou 50ng de DNA
FIP (nesse ultimo caso, para a otimizacdo de amplificabilidade devido a possivel
degradacédo do material nesse tipo de processamento) para volumes finais de 6,7 ul.

Em cada amostra foi acrescido 0,8ul do ensaio SNPs Genotyping Applied
Biosystems® contendo o par de primers (um para cada alelo) e as sondas
fluorescentes, VIC para o alelo selvagem e FAM para o alelo mutante de cada
posicédo, e 7,5ul do Tampéo TagMan Universal PCR Master Mix®.

As reacoes foram aliquotadas em placas de 96 pocos (MicroAmp Applied
Biosystems ®) seladas com o adesivo 6tico (MicroAmp Applied Biosystems ®) ou

tampas oticas (MicroAmp Applied Biosystems ®) e amplificacéo foi realizada em um
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aparelho ABI 7000. Em todos os ensaios foram utilizados 3 controles negativos,
contendo apenas o0s primers e 0 mix de reacdo; e ainda 3 controles de cada
genaotipo, previamente determinados.

Para a posicdo +49A/G, o perfil térmico consistiu de uma etapa de 10
minutos a 95<C, seguido por 40 ciclos de 92€C por 1 5 segundos e 60T por 1
minuto. Para as posi¢coes -1722 A/G e CT60 G/A foi utilizado um perfil térmico que
consistiu de 95T por 10 minutos, seguido por 50 ciclos a 92C por 15 segundos e
60T por 90 segundos. A amplificacao foi seguida de uma etapa de 1 minuto a 60C
para realizacdo da leitura e interpretacao dos resultados (“post-read”). Apos isso, a
analise dos genotipos foi feita com a ferramenta de discriminacdo alélica do

programa ABI PRISM 7000 SDS.

4.13 Eletroforese e Avaliacdo dos Produtos de PCR

4.13.1 Preparacgdo de Géis de Agarose

Os géis de agarose foram confeccionados com tampao TAE e
qguantidades variaveis de agarose (0,8-2,5%) de acordo com o tamanho dos
fragmentos a serem analisados'’’. Para permitir a visualizacdo sob luz UV foi
adicionado 0,5 pg/ml brometo de etideo (Sigma). Como marcadores de peso

molecular foram usados “100 bp ladder” e “50 bp ladder”, (Invitrogen).

4.13.2 Preparacgédo e Coloracdo de Géis de Poliacrila mida
Géis ndo desnaturantes com concentracdo de 8% de acrilamida foram
preparados a partir de uma solugcédo de acrilamida-bisacrilamida 30% (anexo VII) e

tampao TAE. Como catalisadores da polimerizacao foram adicionados persulfato de
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amonio (Biosolve) e TEMED (Sigma) a uma concentracéao de 0,001% (v/v) e 0,067%
v/v, respectivamente.

Os produtos separados nos géis de poliacrilamida foram revelados
mediante a coloracdo com nitrato de prata. Os géis foram fixados por 10 minutos em
solucdo aquosa contendo 10% v/v metanol (Merk) e 0,5% v/v acido acético glacial
(Merk). Foram entdo incubados por 10 minutos em solucédo aquosa 3% v/v metanol,
0,15% v/v acido acético glacial e 0,7% p/v de NO3Ag (Vetec). Os produtos foram
finalmente revelados até o aparecimento nitido das bandas com solucdo aquosa de

30% v/v NaOH (Vetec) e 0,3% v/v formaldeido (Merk).

4.14 Definicdes de Resposta e Sobrevida

As definicdes de resposta e sobrevida sdo apresentadas abaixo:

a) Resposta Completa: auséncia de tumor ao final do tratamento
(resolucéo de todas as lesdes conhecidas com duracao da resposta de pelo menos
4 semanas).

b) Resposta Parcial: reducao de 50 a 99% de todas as lesGes tumorais ao
final do tratamento.

c) Resposta Menor: reducéo de 25 a 49% de todas as lesbes tumorais ao
final do tratamento.

d) Doenca Estavel: reducdo de menos de 25% das lesfGes tumorais sem o
surgimento de novas lesfes ao final do tratamento.

e) Progressao de Doenca: surgimento de novas lesdes ou aumento em
25% de alguma das lesfes iniciais ao final do tratamento.

f) Remissdo Clinica Completa: auséncia de sinais e/ou sintomas

atribuiveis ao LH e comprovados por exame clinico, de imagem e laboratorial.
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g) Remissdo Medular: auséncia de células neoplasicas em medula 6éssea
ao final do tratamento.

h) Sobrevida Livre de Eventos (SLE): periodo, em meses, compreendido
entre o diagndstico e a recaida, Obito por causas ndo tumorais (mas sem evidéncias
de doenca) ou ultimo seguimento (do estudo).

i) Sobrevida Global (SG): periodo compreendido, em meses, entre 0
diagndstico e o 6bito ou ultimo seguimento (do estudo).

O tipo de resposta obtido por cada paciente foi determinado a partir das
informacdes registradas nos prontuarios médicos pelos médicos responsaveis pelo
tratamento dos pacientes. Estes médicos utilizaram exames de imagem, fisico e de
laboratorio.

Para a analise da SLE, conforme definicdo prévia, era necessario que
houvesse no prontuario o registro da informacao pelo médico-assistente da auséncia
ou presenca do tumor ao fim do tratamento (informagé&o esta obtida apds os exames
de imagem, clinico e de laboratério ao término do tratamento), bem como a
documentacdo do estatus de seguimento (recaida, ébito por causas ndo tumorais ou
remissao clinica completa).

Ja para o estudo da SG, era necessario que houvesse nos prontuarios os
registros referentes ao estatus de seguimento dos pacientes: se vivo até o ultimo
seguimento do estudo ou morto (bem como a data do 6bito).

Todos os pacientes utilizaram protocolos de tratamento baseados na
administrac@o de antraciclina (Anexo lll). Para as analises de sobrevida, foram entdo
considerados como se tivessem submetidos ao mesmo protocolo de tratamento,
uma vez que, nao houve diferenca na SLE e na SG entre os regimes terapéuticos

empregados neste estudo.
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Todos os protocolos utilizados neste estudo sdo equivalentes quanto as
chances de resposta completa e sdo baseados nos mesmos principios

terapéuticos %2,

4.15 Analise Estatistica

As frequiéncias génicas e genotipicas foram calculadas pelo método de
contagem direta. Para cada posicdo polimérfica, as frequéncias genotipicas
observadas foram comparadas com as esperadas segundo o equilibrio de Hardy-
Weinberg, mediante testes de x°.

A existéncia de associagfes entre variaveis categoricas foi realizada
utilizando o teste de x? ou o teste exato de Fisher, de acordo com o tamanho das
amostras. A magnitude dessas associa¢des foi estimada como odds ratios (OR) ou
riscos relativos (RR), utilizando intervalos de confianca de 95%.

As comparacbes de distribuicdo entre variaveis continuas foram
realizadas através de métodos ndo paramétricos (Testes de Mann-Whitney,
Wilcoxon, Kruskal-Wallis e Spearman).

A andlise de agrupamentos hierarquicos foi utilizada para explorar as
estruturas de associacdo entre as variaveis clinico-epidemio-histolégicas e o0s
marcadores de agressividade do LHc.

A estimacao da sobrevida foi realizada com o método de Kaplan-Meier. A
comparacao univariada de curvas de sobrevida foi realizada com o teste log-rank. O
modelo multivariado de Cox foi utilizado para calcular os “hazard ratios” e o intervalo

de confianca de 95%.
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Todos os testes foram de duas caudas e um valor de p menor que 0,05 foi
indicativo de significacdo estatistica. Para estas analises foi utilizado o programa

SPSS versao 13.0 (SPSS Inc, EUA).

4.16 Critérios Eticos

Este estudo obedece as diretrizes e normas regulamentadoras de
pesquisas envolvendo seres humanos do Conselho Nacional de Saude, em sua
resolucao n°® 196 de 10 de outubro de 1996, visando assegurar os direitos e deveres
que dizem respeito a comunidade cientifica, aos sujeitos da pesquisa e ao Estado.

Foram adotadas medidas que asseguraram a confidencialidade e a
privacidade dos pacientes, bem como o sigilo e a seguranca dos dados obtidos.

O referido projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

INCA (Protocolo 37/05) (Anexo ).
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5- RESULTADOS

Foram alocados para este estudo 100 casos pediatricos de LHc.

5.1 Caracteristicas Gerais dos Casos Analisados

5.1.1 Caracteristicas Epidemiologicas e Clinico-lab  oratoriais

A idade ao diagnostico variou de 3 a 18 anos (mediana de 14 anos), com
predominio das criancas de maior idade e adolescentes. A divisdo por grupos etarios
(< 10 anos vs. > 10 anos) mostrou 27 criancas (27%) no grupo de menor idade e 73
(73%) no grupo de maior idade (Figura 5.1).

Quanto ao género, 64 (64%) pacientes foram do sexo masculino e 36

(36%) do sexo feminino, resultando numa relacdo masculino:feminino (M:F) de 1,7:1.

Nimero de Casos
T

Idade

Figura 5.1: Distribuicdo etaria dos casos incluidos no estudo. Numero de casos por idade.
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O intervalo compreendido entre inicio dos primeiros sinais/sintomas e a
matricula no INCA (intervalo diagnéstico) variou de 6 a 2190 dias (mediana 120 dias)
nos 87 casos analisaveis para esta variavel. Deste total, 42 (48,3%) tiveram um
intervalo de mais de 120 dias.

A presenca de sintomas “B” (febre, sudorese noturna e/ou perda de peso)
foi observada em 51 pacientes (53,7%). O numero de sitios anatdmicos acometidos
(SAA) pelo LHc (cadeias linfonodais, baco e/ou 6rgéo extralinfatico) foi avaliavel em
95 casos e variou de 1 a 9, (mediana: 3), sendo que 37 (38,9%) pacientes tiveram 4
ou mais SAA. A massa mediastinal foi avaliavel em 96 casos e esteve presente em
63 (65.6%) casos.

O estadiamento foi avaliavel em 95 pacientes. Deste total, 11 foram
classificados no estadio | (11,6%), 48 no estadio Il (50,5%), 25 no estadio Il (26,3%)
e 11 no estadio IV (11,6%). A distribuicdo dos casos quanto ao grupo de doenca
(favoravel vs. desfavoravel) mostrou equivaléncia entre os grupos: 50 (52,6%)
pacientes (50,8%) no grupo favoravel e 45 (47,4%%) no grupo desfavoravel.

A leucometria foi avaliavel em 96 criangas: 57 (59,4%) tiveram valores
normais, 11 (11,5%) apresentaram leucopenia e 28 (29,2%) leucocitose. O valor da
hemoglobina ao diagndstico foi avaliavel em 93 pacientes: 64 (68,8%) apresentaram
anemia ao diagnostico. A velocidade de hemossedimentacdo (VSH) foi avalidvel em
68 criancas: 54 (79,4%) exibiram aumento do VSH. A DHL foi avaliavel em 86
pacientes: 37 (43%) apresentaram elevacao deste marcador. A tabela 5.1 mostra um

resumo dos dados clinico-laboratoriais avaliaveis.
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Tabela 5.1: Dados clinico-laboratoriais do grupo de pacientes pediatricos com linfoma de Hodgkin

classico.
VARIAVEL NUMERO DE CASOS VALOR PERCENTUAL
Massa Mediastinal Sim: 63 65,6
Nao: 33 34,4
Total: 96 Total: 100
Estadiamento
I 11 11,6
[l 48 50,5
[l 25 26,3
\Y 11 11,6
Total: 95 Total: 100
Sintomas B
Nao 44 46,3
Sim 51 53,7
Total: 61 Total: 100
Grupos
Favoravel 50 52,6
Desfavoravel 45 47,4
Total: 95 Total: 100
Leucometria
Normal 57 59,4
Diminuida 11 11,5
Aumentada 28 29,1
Total: 96 Total: 100
Hemoglobina
Normal 29 31,2
Diminuida 64 68,8
Total: 93 Total: 100
VSH
Normal 14 20,6
Aumentado 54 79,4
Total: 68 Total: 100
DHL
Normal 49 57
Aumentado 37 43
Total: 86 Total: 100

VSH: velocidade de eritrossedimentacao; DHL: desidrogenase lactica.

5.1.2 Caracteristicas Histoldgicas

A figura 5.2 ilustra as caracteristicas histologicas observadas neste
estudo. A tabela 5.2 mostra um resumo das variaveis histologicas analisadas.

O subtipo EN foi o mais frequente, representado por 69 casos (69%),

seguido da CM com 23 casos (23%). Cinco casos (5%) foram considerados néo
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classificaveis quanto ao subtipo histolégico. Nesta série, foi observado
frequentemente casos de EN com pouca esclerose e auséncia de células lacunares,
porém mantendo os achados de espessamento capsular e, ao menos, algum foco
com banda de colageno esclerético.

A EN grau | e grau Il tiveram frequéncias semelhantes: 38 (55,1%) e 31
casos (44,9%), respectivamente. Em relacdo ao risco da EN, 29 (44,6%) casos
foram classificados como EN-BR e 36 (55,4%) como EN-AR.

O padrao interfolicular de acometimento do LHc foi encontrado em 13
casos (13%). O numero de eosinofilos variou de 0 a 3600 por 10 CGA, mediana de
33 eosindfilos.

O numero de células H-RS variou de 2 a 713 por 10 CGA (mediana 64
células). Ja o numero de células H-RS mononucleadas (NUN) variou de 3 a 129
/mm? (mediana 41 células /mm?), enquanto o nimero de células multinucleadas
(NMN) variou de 1 & 85 /mm? (mediana 20 células /mm?)

O numero de mitose nas células H-RS variou de 0 a 51 por 10 CGA. Os
casos foram divididos em 2 grupos: um com até 10 mitoses por 10 CGA (grupo 1) e
outro com mais de 10 mitoses por 10 CGA (grupo 2). O grupo 1 foi o predominante,
representado por 88 casos (88%), enquanto 0 grupo 2 apresentou apenas 12 casos
(12%).

O granuloma foi observado em 37% dos casos, estando associado ao
menor nimero de células H-RS /10CGA (p= 0,007) e eosindfilos no microambiente
tumoral (p= 0,048), além de ser incomum em criangas mais velhas (>10 anos)
(22/73; 30,1%; p= 0,019) (Figura 5.3). Ainda, o granuloma foi menos freqientemente
associado a EN: somente 30,4% (21/69) dos casos mostraram esta caracteristica

(p= 0,009).
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Figura 5.2: Variabilidade histolégicas observada nos casos estudados. A) Linfoma de Hodgkin
esclerose nodular grau Il, mostrando nédulos bem formados (HE 40x), contendo traves de colageno
refringente (foto B, HE 100x) e células neoplasicas que preenchem totalmente um campo de grande
aumento (foto C, HE 400x). D) Exemplo de caso de esclerose nodular (fase celular ou esclerose
celular minima) com espessamento da capsula do linfonodo e septo de tecido conjuntivo que se dirige
em direcdo ao interior do linfonodo (HE 400x). E) Caso representativo de celularidade mista, sendo
possivel notar nesta magnificacdo, uma auséncia de esclerose linfonodal (HE, 10x). F) Linfoma de
Hodgkin deplecdo linfocitaria, mostrando grande numero de células neoplasicas e pequena
quantidade de linfécitos (HE, 400x). G e H) Exemplos de casos com esclerose nodular de alto risco,
sendo possivel observar grande numero de eosindéfilos (foto G, HE 400x) e células neoplasicas
atipicas (foto H, HE 400x).
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Tabela 5.2: Descricao dos subtipos histoldgicos, subtipos da esclerose nodular, grau da esclerose
nodular e padréao interfolicular nos casos de linfoma de Hodgkin classico analisados.

VARIAVEL NUMERO DE CASOS VALOR PERCENTUAL
Subtipo Histoldgico

EN 69 69

CM 23 23

DL 1 1

RL 2 2

Inclassificavel 5 5
Grau da EN

I 38 55,1

Il 31 44,9
Risco da EN

BR 29 44,6

AR 36 55,4
Padréo Interfolicular

Sim 13 13

Néao 86 86
Granuloma

Sim 37 37

Nao 63 63

EN: Esclerose nodular. CM: Celularidade mista. DL: Deplecao linfocitica. RL: Rico em linfocito. BR:
Baixo risco. AR: Alto risco
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Figura 5.3: DistribuicAo do numero de células neoplasicas (A) e do nimero de eosindfilos no

microambiente tumoral (B) por 10 campos de grande aumento, em relacéo a presenca de granuloma.
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5.1.3 Perfil Imunofenotipico das Células H-RS
A imunoexpressao do CD30 foi observada em 92,2% dos casos (83/90),

do CD15 em 88,8% (80/90) e do CD20 em 25,3% dos pacientes (23/91).

5.1.4 Associacao com o Virus Epstein-Barr

A hibridizacéo in situ para os transcritos EBERs foi positiva em 43 dos 96
casos analisaveis (44,8%). Os casos positivos apresentaram marcacao nuclear
enegrecida, predominantemente, em mais de 75% das células neoplasicas (Tabela
5.3 e Figura 5.4).

A imunoexpressdo de LMP1 foi observada 40 dos 96 casos analisaveis
(41,6%), sendo caracteristica a imunoexpressao em mais de 75% das células H-RS
(Tabela 5.3). O padréo de marcacao encontrado foi citoplasmatico com raros casos

expressando também o sinal paranuclear (Figura 5.4).

Tabela 5.3: Imunoexpressdao de CD30, CD15, CD20 e presenca do virus Epstein-

Barr nas células neopléasicas do linfoma de Hodgkin classico.

VARIAVEL NUMERO DE CASOS VALOR PERCENTUAL

CD30

Positivo 83 92,2

Negativo 7 7,8
CD15

Positivo 80 88,8

Negativo 10 11,2
CD20

Positivo 23 25,3

Negativo 68 74,7
Virus Epstein -Barr*

Presente 43 44.8

Ausente 53 55,2

'Considerando positividade para LMP1 e EBER-ISH
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Figura 5.4: Avaliacdo da expressao de proteinas e RNA para determinacdo do fendtipo celular e
associacdo com EBV, por imunohistoquimica e hibridizacdo in situ. A) Célula de Reed-Sternberg
expressando CD30, mostrando marcacdo de membrana e para-nuclear (marcacdo em “dot”) tipica
(1000x). B) Células neoplasicas expressando CD15, exibindo marcagéo caracteristica de membrana
e para-nuclear (400x). C) Células neoplasicas expressando CD20, note-se marcacdo de membrana
caracteristica (400x). D) Exemplo de caso positivo para LMP1, mostrando células neopléasicas com
marcacao tipica de citoplasma (400x). E e F) Exemplos de hibridizacéo in situ para os RNAs virais

nao codificantes do EBV (1000x).
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5.1.5 Resposta ao Tratamento

Noventa e quatro pacientes foram avalidveis quanto ao tratamento.
Apenas 1 paciente foi tratado exclusivamente com radiotarapia (estadio IA com
apenas 1 linfonodo acometido). O restante dos 93 pacientes recebeu
poliquimioterapia, sendo o protocolo HD-90 do Grupo Cooperativo Alemao para
Tratamento do Linfoma de Hodgkin na Infancia'®*%? o mais utilizado (47/93, 50%),

seguido do ABVD Infancia®%

que foi utilizado por 45% (42/93) dos pacientes. Os
outros 4 pacientes (5%) receberam outro esquema quimioterapico baseado na
administracdo de antraciclicos.

A resposta ao tratamento foi avalidvel em 93 criancas: 71 (76,3%)
terminaram o tratamento e recairam, enquanto 18 (19,35%) recairam apds o término
do tratamento e 4 (4,35%) tiveram progressdo da doenca durante o tratamento. A
meédia de seguimento foi de 68 meses (1 a 129 meses), tendo o paciente mais
recentemente admitido 27 meses de seguimento.

A SG aos 24 e 60 meses foi de 95% e 88%, repectivamente. A SLE para
o mesmo periodo foi de 86% e 78%, respectivamente (Figura 5.5). Nenhuma

diferenca foi observada entre os protocolos de tratamento utilizados neste estudo

(p= 0,2, Log-rank).
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Figura 5.5: Sobrevida global (A) e sobrevida livre de eventos (B) nos 94 casos de linfoma de Hodgkin classico analisaveis.



5.2 Linfoma de Hodgkin Classico no Rio de Janeiro: Um Padrao
Epidemiolégico Distinto

A analise da distribuicdo etaria revelou uma frequiéncia menor de casos
com idades <10 anos, e uma tendéncia ao aumento do numero absoluto de casos
conforme a idade, em direcao ao pico de adultos jovens, como observado na Figura
5.1.

A andlise dos subtipos histolégicos em relacdo a idade mostrou que a
CM foi igualmente distribuida em criancas com até 10 anos (12/23) e maiores de 10
anos (11/23). J4 81,2% dos casos de EN (56/69) foram diagnosticados
predominantemente em criancas >10 anos (p= 0,006) (Tabela 5.4).

A presenca do EBV nao foi associada a nenhum grupo etario (Tabela
5.4). Como esperado, o EBV foi mais prevalente nos casos de CM (15 de 22 casos,
68,2%; p= 0,015), porém os casos de EN foram também frequentemente associados
ao EBV (26/67; 38,85%) (Tabela 5.4).

Uma correlacdo significante entre o EBV e o0 sexo masculino foi
observada: 54,1% (33/61) dos casos masculinos estavam associados ao virus, em
comparacdo a apenas 28,6% (10/35) dos casos femininos (p= 0,015; X°). Esta
associacdo nao foi secundaria a distribuicdo histologica entre criancas de sexo

feminino e masculino.
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Tabela 5.4: Caracteristicas clinicas e histolégicas do linfoma de Hodgkin classico
pediatrico de acordo com a associcdo com o0 virus Epstein-Barr e o subtipo

histoldgico celularidade mista.

VIRUS EPSTEIN-BARR* CELULARIDADE MISTA

PRESENTE  AUSENTE _
P SIM (%) NAO (%) P
(%) (%)

Idade
<10 anos 15/43 (34,9) 12/53 (22,6) 12/23 (55,2)  15/77 (19,5)
>10 anos 28/43 (65,1) 41/53(55,2) 0.18  11/23(47,8) 62/77 (80,5) 0.002
Género
Masculino 33/43 (76,7) 28/53 (52,8) 16/23 (69,6) 48/77 (62,3)
Feminino 10/43 (23,3) 25/53 (47,2) 0.015 7/23 (30,4) 29/77(37,7) 0.6
Subtipo Histologico
EN 26/43 (60,5) 41/53 (77,4)
CM 15/43 (34,9)  7/53 (13,2) NA NA NA
DL 1/43 (2,3) 0/53 (0)
RL 0/43 (0) 2/53 (3,8)
Inclassificavel 1/43 (2,3) 3/53(5,7)  0.019°
Grau EM
Grau | 17/26 (65,4) 20/41 (48,8) NA NA NA
Grau Il 9/26 (34,6) 21/41(51,2)  0.18

'Virus Epstein-Barr avaliado em 96/100 casos. “Significancia obtida na comparacdo entre esclerose
nodular e celularidade mista. EN: esclerose nodular; CM: celularidade mista; DL: deplec¢éo linfocitéria,

RL: rico em linfécitos; NA: ndo aplicavel.

5.3 O Microambiente Tumoral no LHc Pediatrico
5.3.1 Subpopulages linfocitarias no microambiente tumoral

O microambiente tumoral do LHc pediatrico foi caracterizado por um
grande infiltrado de linfécitos T CD3+ em comparacdo ao namero de linfocitos B

CD20+ (mediana de 645 células/mm? vs. 143 células/mm?, respectivamente) e uma
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freqiiéncia equivalente de linfécitos T CD4+ e CD8+ (mediana de 155 células/mm?
vs. 143 células/mm?, respectivamente). Quanto & diferenciacdo dos subtipos de
células T CD4+, houve mais células C-maf+ (Th2) em comparacdo ao numero de
células T-bet+ (Thl) (mediana 68,5 células /mm? vs. 32 células/mm?
respectivamente). Em relacdo ao grau de maturacdo da funcdo citotoxica, foi
observado um numero maior de linfoécitos expressando Tia-1+ em comparagcdo ao
ndmero de linfécitos Granzima B+ (mediana de 69 células/mm? vs. 11 células/mm?,
respectivamente). A tabela 5.5 e as figuras 5.6 a 5.8 mostram a caracterizacdo das

subpopulacdes celulares acima referidas.
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1.100 -

1.000 -

T T T T T T T T T
CO¥mm2 Coamm2 FoPdmm2 Cmabmm2 Tootmm2 COamm2 Tatmm2 Gezfimm?  Linfocitos COMs
fnan2

Figura 5.6: Grafico de tipo “Box plot” mostrando a distribuicdo das subpopulac¢des linfocitarias do

microambiente tumoral no linfoma de Hodgkin classico pediatrico.
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Figura 5.7: Caracterizacao dos linfécitos do microambiente tumoral do LHc pediatrico. A) Exemplo

tipico de caso de LHc com grande ndmero de linfécitos T CD3+ no microambiente tumoral. Neste
exemplo, é possivel perceber que estes linfécitos ocupam a quase totalidade do core (Aumento
original: 100x). B) Detalhe da imagem anterior mostrando o grande nimero de linfécitos T CD3+
(Aumento original: 400x). C) Linfécitos T CD4+ (Aumento original: 400x). D) Linfdcitos e células
neoplésicas com positividade para T-bet+ (Aumento original: 400x). E) Linfécitos C-maf+ (Aumento
original: 400x). F) Linfocitos FoxP3+ (Aumento original: 400x).
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Figura 5.8: Caracterizacao dos linfécitos do microambiente tumoral do LHc pediatrico. A) Exemplo de
caso com grande nimero de linfocitos T CD8+. E possivel observar que estes linfocitos ocupam a
quase totalidade do core (Aumento original: 100x). B) Detalhe da imagem anterior mostrando grande
namero de linfécitos T CD8+ (Aumento original: 400x). C) Linfécitos Tia-1+. E possivel observar que
alguns destes linfécitos estam em contato com as células neoplésicas (Aumento original: 400x). D)
Linfécitos Granzima B+. E possivel observar que alguns destes linfocitos estdo proxims as células
neoplasicas (Aumento original: 400x). E) Exemplo de caso com grande numero de linfécitos CD20+
(Aumento original: 100x). F) Linfocitos CD20+ (Aumento original: 400x).
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Tabela 5.5: Descricdo da populacdo de linfécitos do microambiente tumoral do

linfoma de Hodgkin classico na infancia, neste estudo.

VARIAVEL

CARACTERISTICAS

FREQUENCIA (%)

CD3 (células/mm ©)

Variacéo

Média / Mediana

> 451 (percentil 25)

> 645 (percentil 50)
CD4 (células/mm ?)

Variacédo

Média / Mediana

> 70 (percentil 25)

> 155 (percentil 50)
FoxP3 (células/mm 2)

Variagéo

Média / Mediana

> 12 (percentil 25)

> 49 (percentil 50)
C-maf (células/mm 2)

Variacédo

Média / Mediana

> 70 (percentil 25)

> 155 (percentile 50)
T-bet (células/mm ?)

Variacédo

Média / Mediana

> 70 (percentil 25)

> 155 (percentil 50)
CD8 (células/mm ?)

Variacéo

Média / Mediana

> 76 (percentil 25)

> 143 (percentil 50)
Tia-1 (células/mm ?)

Variacédo

Média / Mediana

> 39 (percentil 25)

> 69 (percentil 50) :
Granzima B (células/mm ?)

Variacéo

Média / Mediana

> 4 (percentil 25)

> 11 (percentil 502)
CD20 (células/mm °)

Variagéo

Média / Mediana

> 79 (percentil 25)

> 196 (percentil 50)
Linfécitos Ki67+ (células/mm

Variacédo

Média / Mediana

> 44 (percentil 25)

> 91 (percentil 50)

70 a 1187
643,43/ 645

la624
180,02 / 155

1a513
101,64/ 49

3a498
98,82 /68

2a269
54,93/ 32

11 a 847
185,26 / 143

1a396
113,64 /69

la451
32,07/11

1a885
240,86 /196

3 a 352
99,49 /91

61/83 (73,5)
41/83 (49,4)

62/83 (74,7)
41/83 (49,4)

63/84 (75)
40/84 (47,6)

57/76 (75)
38/76 (50)

61/81 (75,3)
40/81 (49,4)

64/86 (74,4)
42/86 (48,8)

61/81 (75,3)
40/81 (49,4)

61/85 (71,8)
41/85 (48,2)

62/83 (74,7)
41/83 (49,4)

63/85 (74,1)
42/85 (49,4)

Os valores numéricos da coluna “caracteristicas” referem-se a valores absolutos por unidade de area

(nimero de células /mm?), enquanto que a coluna frequéncia inclui os valores percentuais de casos

acima dos percentils 25 e 50 da distribuigao.

5.3.1.1 Linfécitos T CD3+

Os linfocitos T CD3+ tiveram distribuicdo difusa pelo linfonodo. Um baixo

nimero destas células/mm? foi associado com caracteristicas histoldgicas e clinicas
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desfavoraveis: >36 eosinodfilos /10CGA (p= 0,011; Teste de Mann-Whitney), idade
<10 anos (p= 0,025), massa mediastinal (p= 0,042), >4 SAA (p< 0,0005), presenca
de sintomas B (p= 0,004), altos estadios (p= 0,004), doenca desfavoravel (p= 0,004),
linfopenia (p= 0,01), anemia (p= 0,021) e VSH elevado (p= 0,005).

Na analise multivariada, sintomas B (p= 0,017; IC95% -276,1 até -29,14) e
alto estadiamento (p= 0,042; IC95% -450,2 até -8,3) mantiveram associacao
estatistica com o numero de linfocitos T CD3+ (Tabela 5.6).

A distribuicdo desta populagcédo celular de acordo com o0s grupos etéarios

<10 anos e >10 anos € mostrada nas figuras 5.9 e 5.10.

5.3.1.2 Linfocitos T CD4+

Estas células apresentaram uma distribuicdo difusa pelo linfonodo,
algumas vezes formando rosetas ao redor das células H-RS. Um maior nimero
destes linfécitos/mm? esteve associado ao baixo estadiamento (p= 0,005; Teste de
Mann-Whitney) e a auséncia de linfopenia (p= 0,001). Na analise multivariada, o
namero de linfocitos T CD4+ manteve a associagdo estatistica com a auséncia de
linfopenia (p= 0,014; 1C95% 17,2 até 146,5) (Tabela 5.6).

A distribuicdo desta populacdo celular de acordo com 0s grupos etarios

<10 anos e >10 anos € mostrada nas figuras 5.9 e 5.11.

5.3.1.3 Linfocitos FoxP3+
Os linfécitos FoxP3+ mostraram distribuicdo difusa pelo linfonodo, sem
uma localizacéo preferencial. O numero destas células ndo esteve associado as

caracteristicas epidemioldgicas, histoldgicas e clinicas analisadas.
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A distribuicdo desta populacédo celular de acordo com o0s grupos etéarios

<10 anos e >10 anos € mostrada na figuras 5.9.

5.3.1.4 Linfocitos T-bet+

Esta subpopulacdo celular teve distribuicdo difusa em todo o
microambiente tumoral. Um alto niumero destas células foi associado a idade <10
anos (p= 0,045; Teste de Mann-Whitney), EN GI (p= 0,004) e presenca do EBV (p=
0,031). Na analise multivariada, o grau da EN manteve a significancia estatistica (p=
0,036; IC95% -70,2 até -2,4) (Tabela 5.6).

A distribuicdo desta populacédo celular de acordo com o0s grupos etéarios

<10 anos e >10 anos € mostrada nas figuras 5.9 e 5.10.

5.3.1.5 Linfocitos C-maf+

Assim como descrito para os linfécitos T-bet+, ndo houve qualquer
distribuicdo topogréfica caracteristica. Um grande nuamero de linfécitos C-maf+ foi
observado nos casos com mais de 65 células neoplasicas /10CG (p= 0,048; Teste
de Mann-Whitney), <36 eosindfilos /10CGA (p= 0,017), <4 SAA (p= 0,032) e baixo
estadiamento (p= 0,003).

Na analise multivariada, o numero de linfocitos C-maf+ manteve a
significAncia estatistica com o baixo numero de eosinéfios (p= 0,043; IC95% -97,3
até -1,6) (Tabela 5.6).

A distribuicdo desta populacdo celular de acordo com 0s grupos etarios

<10 anos e >10 anos € mostrada nas figuras 5.9.
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5.3.1.6 Linfocitos CD8+

Estas células ndo tiveram distribuicdo especifica no microambiente
tumoral. Um maior nimero destes linfocitos foi observado em criancas com padréo
interfolicular (p= 0,024; Teste de Mann-Whitney), EN GI (p= 0,03), EN BR, (p=
0,005), <36 eosindfilos /10CGA (p= 0,017), associadas ao EBV (p= 0,001), sexo
masculino (p= 0,002), idade <10 anos (p= 0,016), <4 SAA (p= 0,008) e auséncia de
massa mediastinal (p= 0,001) (Tabela 5.7). Na analise multivariada, a baixa idade
manteve a significancia estatistica (p= 0.033; 1C95% -228,0 até -10,4) (Tabela 5.6).

A distribuicdo desta populacéo celular de acordo com o0s grupos etéarios

<10 anos e >10 anos € mostrada nas figuras 5.9 e 5.10.

5.3.1.7 Linfocitos Tia-1+ e Granzima B+

Estas células mostraram distribuicdo difusa no microambiente tumoral,
algumas vezes na vizinhanga das células H-RS. Um alto ndmero de linfocitos Tia-
1+/mm? foi associado ao padrdo interfolicular (p= 0,037; Teste de Mann-Whitney),
EN GI (p= 0,029), EN BR (p< 0,0005), <36 eosindfilos /10CGA (p= 0,05), a presenca
do EBV (p= 0,002, Mann-Whitney) e idade <10 anos (p= 0,008). Na analise
multivariada, o nimero de linfocitos Tia-1+ manteve a associacdo estatistica com o
risco da EN (p= 0,005; IC95% -148,6 até -28,2) (Tabela 5.6).

Elevado numero de linfécitos Granzima B+ foi observado nos casos de
CM (p= 0,019; Teste de Mann-Whitney), EN GI, (p= 0,013), <36 eosindfilos /10CGA
(p= 0,034), EBV+ (p= 0,002), sexo masculino (p= 0,008). Na analise multivariada,
nenhuma significancia estatistica foi mantida (Tabela 5.6).

A distribuicdo desta populacdo celular de acordo com 0s grupos etarios

<10 anos e >10 anos € mostrada na figura 5.9.
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5.3.1.8 Linfocitos CD20+

Estes linfocitos B mostraram distribuicéo difusa no linfonodo, similarmente
as outras populacdes celulares descritas. Elevado numero destas células foi
observado na CM (p= 0,046; Teste de Mann-Whitney), padrdo interfolicular (p=
0,003) e presenca do granuloma (p= 0,05). Na analise multivariada, o padréo
interfolicular (p= 0,001, IC95% -328.1 até -92) manteve a associacdo estatistica,
enquanto a CM mostrou significancia limitrofe (p= 0,091; IC95% -175.8 até 13.3)
(Tabela 5.7).

A distribuicdo desta populacédo celular de acordo com o0s grupos etéarios

<10 anos e >10 anos € mostrada nas figuras 5.9 e 5.10.

5.3.1.9 Linfocitos FoxP3+Granzima B+

A dupla marcacdo para FoxP3 e Granzima B identificou uma populacéo
de células Tregs capazes de exercer citotoxicidade em apenas 10 casos de LHc
pediatrico. O nimero destas células foi pequeno, variando de 1 a 5 células /mm?
(mediana de 1 célulaymm?) (Figura 5.12). Os casos com esta populacdo celular
foram associados a um elevado numero de linfécitos CD4+ (p< 0,0005; Teste de

Mann-Whitney), CD8+ (p= 0,004) e Tia-1+ (p= 0,034).
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Figura 5.9: Distribuicdo das sub-populac¢des linfocitarias do microambiente tumoral quanto aos grupos
etarios do LHc pediatrico. As criancas com até 10 anos mostraram maior nimero de linfécitos T-bet+,
CD8+ e Tia-1+. Na analise multivariada, a significancia foi mantida com o niamero de linfécitos CD8+

(p= 0,015; 1C95% -0,001 até 0,00).
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Figura 5.10: Correlacéo entre idade o nimero de linfécitos CD3+ (p= 0,08; correlagdo de Spearman)

(A); T-bet+ (p< 0,0005) (B); CD8+ (p< 0,0005) (C) e CD20+ (p= 0,015) (D).
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Figura 5.11: Distribuicdo do niumero de linfécitos CD4+ /mm2 em relagcdo aos grupos etérios: 1) 3a 5

anos; 2) 6 a 10 anos; 3) 11 a 15 anos; 4) 16 a 18 anos.
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Figura 5.12: Exemplos de dupla marcac¢éo para Granzima B (castanho) e FoxP3 (vermelho). Em “A” e
“B” é possivel observar 2 populacdes celulares distintas quanto a expressdo destes anticorpos
(Aumento original: 400x). Em “A”, é possivel ainda observar um linfécito Granzima B+ em contato
com uma célula de Hodgkin. Em “C” e “D” as setas apontam para células FoxP3+ que também

imunoexpressam Granzima B (Aumento original: 400x).
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Tabela 5.6: Andlise multivariada das caracteristicas bioldégicas associadas

estatisticamente com o numero de linfécitos do microambiente tumoral.

INTERVALO DE CONFIANCA, 95%

VARIAVEIS P Limite Inferior Limite Superior
Linfocitos CD3+ /mm °
>36 eosinofilos /1I0CGA 0,5 -176,9 101,8
<10 anos 0,6 -185,7 110,8
Massa de mediastino 0,6 -114,9 183,0
> 4SAA 0,5 -281,3 163,9
Sintomas B 0,017 -276,1 -29,1
Alto estadiamento 0,042 -450,2 -8,3
Doenca desfavoravel 0,3 -92,0 230,5
Linfopenia 0,4 -85,6 191,3
Anemia 0,2 -52,2 228.,4
VSH elevado . 0,1 -49,6 296,0
Linfocitos CD4+ /m m?
Baixo estadiamento 0,1 -151,1 30,1
<4 SAA 0,8 -100,8 81,5
Sintomas B 0,2 -94.,5 21,1
Linfopenia 0,014 17,2 146,5
Linfécitos T -bet+ /mm ?
<10 anos 0,1 -75,4 12,3
EN GI 0,036 -70,2 -2,4
Associacdo com EBV 0,4 -45,8 20,7
Granuloma 0,2 -53,3 15,1
<4 SAA . 0,083 -3,9 61,2
Linfocitos C -maf+ /mm
>65 células H-RS 0,2 -74,4 19,9
<36 eosindfilos /I0CGA 0,043 -97,3 -1,6
<4 SAA 0,6 -57,4 92,7
Baixo estadiamento 0,6 -96,6 58,0
Linfécitos CD8+ / mm?
Padrao interfolicuar 0,1 -43,2 204,6
EN GI 0,9 -90,3 99,4
EN BR 0,1 -165,9 26,4
<36 eosindfilos /I0CGA 0,2 -138,0 38,3
Associacao com o EBV 0,1 -158,7 30,2
Sexo masculino 0,2 -138,3 41,53
<4 SAA 0,1 -211 129,5
Massa de mediastino 0,5 -63,9 117,2
Linfocitos Tia -1+ /mm?
Padrao interfolicular 0,3 -112,8 40,0
EN GI 0,5 -38,7 72,3
EN BR 0,005 -148,5 -28,2
<36 eosindfilos /10CGA 0,3 -73,7 29,2
Associacdo com o EBV 0,9 -56,1 63,3
<10 anos , 0,1 -108,7 13,2
Linfocitos Granzima B /mm  *
Celularidade mista* NA NA NA
EN GI 0,2 -57,9 13,7
<36 eosindfilos /I0CGA 0,4 -52,3 25,5
Associacao com o EBV 0,1 -72,7 8,9

Sexo masculino 0,9 -39,7 43,6
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Tabela 5.6 (continuacdo): Andlise multivariada das caracteristicas biologicas

associadas estatisticamente com o numero de linfécitos do microambiente tumoral.

INTERVALO DE CONFIANCA, 95%

VARIAVEIS P Limite Inferior Limite Superior

Linfocitos CD20+ /mm *°

Celularidade mista 0,09 -175,8 13,3
Padrao interfolicular 0,001 -328,1 -92,0
Granuloma 0,7 -99,8 69,8

Celularidade mista retirada da equacédo pelo programa SPSS por exibir correlacdo constante. CGA:
campo de grande aumento. SAA: sitios anatdmicos acometidos. VSH: velocidade de
eritrossedimentacdo. EN GI. esclerose nodular grau I. EN BR: esclerose nodular baixo risco. EBV:

virus Epstein-Barr.

5.3.1.10 Proliferagcéo dos Linfocitos do Microambien  te Tumoral

A proliferacdo dos linfocitos benignos no microambiente tumoral foi
avaliada pela imunomarcacao da proteina Ki67 expressa nestas ceélulas.

Um elevado nimero de linfocitos benignos Ki67+/mm? foi achado nos
casos de EN GI (p= 0,001; Teste de Mann-Whitney), EN BR (p= 0,026), baixo
estadimento (p= 0,026) e idade <10 anos (p= 0,015).

Em relacdo as subpopulacdes linfocitarias infiltrantes, foi observada uma
correlacdo direta entre o nimero dos linfécitos proliferantes (Ki67+) e o numero de
linfécitos FoxP3+ (p= 0,042; correlacdo de Spearman), CD8+ (p< 0,0005), Tia-1+ (p=
0,015), Granzima B+ (p< 0,0005), T-bet+ (p< 0,0005) e C-maf+ (p< 0,0005) (Figuras

5.13 € 5.14).



101

A ° B

Linfocitos FoxP3+ Imm2

Linfocites CD8+ imm2

=} om,
o o
04 o w o?a0 @ @ ®
T T T T T T T T T T T T T
[ ] 160 50 200 20 00 o 0 100 150 200 250
Linfocitos Benignos Ki6T+ Imm2 Linfocitos Benignos Ki6T+ Imm2
00 = o @ 150 =
o o o
350~ °
-]
a . 120 § @
300 = o
- E
E £ o
E 230+ i S s
£ o o o 2
2 "
= &
H §
2 E -
£ =
5 ;
£
-l
0
o
T T T T T T T T T T T T
o 5 100 150 200 0 o ] 100 150 200 250
Linfocitos Benignos Ki67+ Imm2 Linfocitos Benignos Ki67T+ Imm2
200 - Lo 400 =
o
g o
-] ] o
o
150 -1 300~ 2
g ° £
E E
i :
2 o 3]
- L)
S B
£ £
far} jar}
5
oo
o4 9‘; b o ©° i
Al % o @ 0°% o © o o 4
T T T T T T T T T T T T
] = 100 150 200 250 ] s0 100 150 200 25
Linfocitos Benignos Ki6T+ fmm2 Linfocitos Benignos Ki67+ Imm2

Figura 5.13: Gréficos de dispersdo, mostrando as correlacdes diretas entre o nimero de linfécitos
benignos Ki67+ e o nimero de linfocitos FoxP3+ (A), CD8+ (B), Tia-1+ (C), Granzima B+ (D), T-bet+

(E) e C-maf+ (F).
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Figura 5.14: Linfdcitos Ki67+. A) Exemplo de caso com grande namero de linfocitos reacionais Ki67+.
Apesar do pequeno aumento, é possivel observar um grande nimero de marcacdes acastanhadas no
core representado (Aumento original: 400x). B, C e D) Exemplos de casos com grande nimero de
linfocitos reacionais Ki67+ (Aumento original: 400x).
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5.3.2 As Populagbes Linfocitarias estdo Associadas com
Caracteristicas Histologicas e Estatus do EBV no LH ¢ Pediatrico

Com a finalidade de melhor explorar as associacbes entre as
caracteristicas histologicas e as sub-populacdes linfocitarias, foram realizadas
analises multivariadas.

O subtipo histolégico CM foi caracterizado por um menor namero de
linfécitos T CD4+ /mm? (mediana CM 108 vs. 188,5 nos outros subtipos, p= 0,048;
Teste de Mann-Whitney), maior nimero de linfécitos CD20+ /mm? (mediana CM 281
vs. 184 nos outros subtipos, p= 0,046) e razédo entre linfécitos CD4+/CD20+ <1 (p=
0,004; teste exato de Fisher). Além disto, como mostrado anteriormente, a CM
esteve associada ao EBV (p= 0,015, teste de Fisher). Na analise multivariada, a CM
esteva associada a presenca do EBV (p= 0,045; IC95% 0,00 a 0,38) e a razdo
CD4/CD20 <1 (p=0,014; 1C95% -0,43 a -0,05) (Tabela 5.7).

O padréao interfolicular o qual esteve associado com o alto niumero de
linfécitos CD8+, Tia-1+ e CD20+, manteve a associacdo independente com o0s
linfécitos B (Tabela 5.7).

A EN GI esteve associada com o grande numero de linfécitos T-bet+,
CD8+, Tia-1+ e Granzima B+. Na analise multivariada, a associa¢éo foi mantida com
0 numero de linfocitos T-bet+ e CD8+ (Tabela 5.7).

O granuloma esteve associado ao alto numero de linfocitos T-bet+ e
CD20+. A significancia foi mantida com o numero de linfocitos T-bet+ (p= 0,041;
IC95% -0,004 até 0,00) (Tabela 5.7).

A presenca do EBV esteve relacionada ao alto niumero de linfocitos T-
bet+, CD8+, Tia-1+ e Granzima B+. A significancia foi mantida com o nimero de

linfécitos CD8+ (p= 0,015; 1C95% -0,002 até 0,0) (Tabela 5.7).
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As criancas com até 10 anos mostraram maior numero de linfécitos T-

bet+, CD8+ e Tia-1+. A significancia foi mantida com o nimero de linfocitos CD8+

(p= 0,015, IC95% -0,001 até 0,00).

Tabela 5.7: Analise multivariada das caracteristicas histologicas e virais associadas,

na andlise univariada, com o niumero de linfécitos do microambiente tumoral.

INTERVALO DE CONFIANCA, 95%

VARIAVEIS p Limite Inferior Limite Superior
Celularidade mista

EBV 0,045 0,0 0,3

Razao CD4/CD20 <1 0,014 -0,4 -0,5
Padrao Interfolicular *

Linfécitos CD8+ /mm? 0,5 -0,001 0,0

Linfécitos CD20+ /mm? 0,001 -0,001 0,0
Grau da Esclerose Nodular °

Linfécitos T-bet + /mm? 0,006 -0,005 -0,001

Linfocitos CD8+ /mm? 0,01 -0,002 0,000
Granuloma

Linfécitos T-bet+ /mm? 0,041 -0,004 0,0

Linfécitos CD20+ /mm”® 0,2 -0,001 0,0
Associagdo com 0 EBV °

Linfécitos T-bet+ /mm? 0,1 -0,003 0,0

Linfocitos CD8+ /mm? 0,015 -0,002 0,0
<10 anos®

Linfécitos T-bet+ /mm? 0,1 -0,003 0,0

Linfécitos CD8+ /mm? 0,015 -0,001 0,0

'O namero de linfécitos CD3+, Tia-1+ e Granzima B+ foi retirado da equac&o para evitar redundancia.

Todos os linfécitos nesta equagéo sdo CD3+. Os linfacitos comprometidos com a citotoxicidade (Tia-

1+ e Granzima B+) sdo CD8+. > O nimero de linfécitos Tia-1+ foi retirado da equacdo para evitar

redundancia, ja que os linfcitos Tia-1+ sdo também CD8+. 0 nUmero de linfécitos Tia-1+ e

Granzima B+ foi retirado da equacéo para evitar redundancia. Os linfécitos comprometidos com a

citotoxicidade (Tia-1+ e Granzima B+) sédo CD8+.
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5.3.3 As Caracteristicas do Microambiente Tumoral E  stéo
Associadas ao Prognéstico no Linfoma de Hodgkin Cla ssico da Infancia

As caracteristicas clinicas associadas a pior SLE nesta populacdo foram
doenca extranodal (p= 0,028; Teste Log-rank) e leucopenia (p= 0,034). O LHc
associado ao EBV mostrou tendéncia de melhor SLE (p= 0,082) (Figura 5.15)
(Tabela 5.8). Em relacdo ao microambiente tumoral, pior SLE foi observada nos
casos com granuloma (p= 0,026), linfécitos CD3+ menor que o percentil 25 (p=
0,037) e linfécitos Granzima B+ maior que o percentil 25 (p= 0,045). Uma tendéncia
a pior SLE foi observada nos pacientes com o subtipo histolégico celularidade mista
(p= 0,057), linfocitos Tia-1+ superior ao percentil 25 (p= 0,08) e linfécitos em estado
proliferativo (Ki67+) superior ao percentil 25 (p= 0,093) (Figura 5.16). O balanco
entre as populacgdes linfocitarias ndo mostrou diferencas na SLE (Tabela 5.8).

Na regressdo de Cox, considerando as variaveis estatisticamente
signficantes, a doenca extranodal (p= 0,016; IC95% 0,08 até 0,7) e a presenca de
linfécitos Granzima B+ maior que o percentil 25 mantiveram o impacto progndstico
independente (Tabela 5.9) A tabela A5 (Anexo V) mostra todas as variaveis

analisadas na regressao de Cox.
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Tabela 5.8: Sumario das caracteristicas clinicas, histologicas e de associagdo com o
virus Epstein-Barr ao diagndstico e a sobrevida livre de eventos nos casos de

linfoma de Hodgkin classico.

i CASOS ANALISAVEIS ANALISE
VARIAVEL SLE (%)
PARA SLE (%) UNIVARIADA (P)

Numero de Sitios

Mediana (Variacdo) 3(1-9)

<4 55/90 (61) 83,6

>4 35/90 (39) 68,6 0,071
Doenca Extranodal

Sim 11/90 (12,3) 54,5

Nao 79/90 (87,7) 81,0 0,028
Leucopenia

Sim 10/90 (11,2) 50

Nao 80/90 (88,8) 80 0,034
Subtipo Histolégico

Esclerose nodular 66/91 (72,5) 78,8

Celularidade mista 18/91 (19,7) 61,1

Deplecao linfocitaria 1/91 (1,4) NA

Rico em linfécitos 2/91 (2,1) NA

Inclassificavel 4/91 (4,3) NA 0,057*
Associacdo com EBV

Sim 36/88 (36,4) 86.1

Nao 52/88 (63,6) 69.2 0,082
Linfécitos CD3+

<451/mm? (percentil 25) 22/83 (26,5) 60,0

>451/mm?® (percentil 25) 61/83 (73,5) 80,4 0,037
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Tabela 5.8 (continuacdo): Sumério das caracteristicas clinicas, histoldgicas e de

associacdo com o virus Epstein-Barr virus ao diagnéstico e a sobrevida livre de

eventos nos casos de linfoma de Hodgkin classico.

) CASOS ANALISAVEIS ANALISE
VARIAVEL SLE (%)
PARA SLE (%) UNIVARIADA (P)

Linfocitos Tia -1+

<39/mm? (percentil 25) 20/81 (24,7) 89,5

>39/mm? (percentil 25) 61/81 (75,3) 69,1 0,08
Linfécitos Granzima B+

<4/mm? (percentil 25) 22178 (28,3) 90,6

>4/mm? (percentil 25) 56/78 (71,7) 69,6 0,045
Linfécitos Benignos Ki67+

<44/mm? (percentil 25) 22/85 (25,9) 86,4

>44/mm? (percentil 25) 63/85 (74,1) 69,6 0,093

'Apenas os subtipos esclerose nodular e celularidade mista foram incluidos na equacéo, os demais

foram excluidos devido ao pequeno numero de casos. SLE: sobrevida livre de eventos. VSH:

velocidade de eritrossedimentacdo. Célula H-RS: célula de Hodgkin e Reed-Sternberg. EBV: virus

Epstein-Barr.
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Figura 5.15: Sobrevida livre
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Figura 5.16: Sobrevida livre de eventos das variaveis histolégicas e imunofenotipicas associadas a caracteristicas histolégicas e imunolégicas do

microambiente tumoral no LHc pediatrico.
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Tabela 5.9: Regressdo de Cox das variaveis clinicas, histolégicas e

imunohistoquimicas associadas estatisticamente a sobrevida livre de eventos.

INTERVALO DE CONFIANCA, 95%

VARIAVEIS p Limite Inferior Limite Superior
Doenca Extranodal 0,016 0,08 0,7
Leucopenia 0,3 0,1 2,0
Presenca de Granuloma 0,1 0,1 11
Linfécitos CD3+ maior que 451/mm? 0,1 0,8 6,7
Linfécitios Granzima B+ maior que 4/mm?® 0,04 0,04 0,9

5.3.4 Escore Prognéstico Baseado nas Caracteristica s Clinicas e do
Hospedeiro

Um escore prognostico foi construido, baseado nas variaveis com p< 0,05
na regressédo de Cox, descritas na Tabela 5.9. Os casos com doenca extranodal e
linfécitos Granzima B+ superior ao nivel padrdo receberam 1 ponto, na presenca de
cada uma das variaveis ou 0 na auséncia de cada uma das variaveis. Desta forma, 3
grupos foram evidenciados: o primeiro grupo com O ponto e possuidor de uma
excelente SLE, o segundo grupo com apenas 1 ponto e mostrando uma sobrevida
intermediaria, e o Ultimo grupo com 2 pontos e exibindo uma pior SLE (p= 0,005,

Log-rank) (Tabela 5.10 e Figura 5.17).

Tabela 5.10: Descricdo do numero de eventos na sobrevida livre de eventos (SLE)

de acordo com o escore prognostico proposto.

ESCORE EVENTOS SLE (%)
0 1/17 94,1
1 12/50 76,0
2 a7 42,9

P= 0,005 (Log-rank)
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5.3.5 O Virus Epstein-Barr Influencia o Papel Progn Ostico do
Microambiente Tumoral

Visto a associacdo de algumas caracteristicas do microambiente tumoral
com o EBV, assim como a tendéncia observada sobre o impacto positivo da
presenca deste virus na SLE, foi levantada a hipétese de que a presenca do EBV
seria capaz de modular o papel prognostico do microambiente tumoral no LHc
pediatrico. Para isto, foi realizada uma nova analise de associacdo estratificando-se
0S casos gquanto ao estatus do EBV.

Nos casos EBV negativos, uma pior SLE foi observada nos pacientes com
CM (p= 0,009, teste Log-rank), linfocitos Tia-1+ superior ao nivel padrao (p= 0,044) e

linfécitos Granzima B+ superior ao nivel padrédo (p= 0,04). Embora a doenca
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extranodal ndo seja uma variavel do microambiente, € importante mencionar que as
criangcas com esta caracteristica s6 tiveram pior SLE quando ndo foram associadas
ao EBV (p= 0,028) (Tabela 5.11). Na regressdao de Cox, todas as variaveis
mantiveram o impacto prognostico na SLE (Tabela 5.12).

Ja nos casos associados ao EBV, uma pior SLE foi encontrada nas
criancas com granuloma (p= 0,035; Teste Log-rank), alto nivel de linfocitos FoxP3+
(p=0,046), razdo entre os linfécitos FoxP3+/CD8+ >1 (p= 0,021) e T-bet+/C-maf+ >1
(p= 0,017) (Tabela 5.11). Por conta do pequeno numero de casos neste grupo, a

regressao de Cox nao pode ser realizada.

Tabela 5.11: Associacdo diferencial de caracteristicas histopatologicas e
composi¢cdo do microambiente tumoral com a sobrevida livre de eventos (SLE), de

acordo ao estatus de associacdo com o virus Epstein-Barr.

EBV + EBV -
ANALISE ANALISE
VARIAVEL EVENTOS SLE (%) UNIVARIADA EVENTOS SLE (%) UNIVARIADA
P P
Celularidade Mista
Sim 2/10 80 0,4 5/7 28,6 0,009
Néo 3/26 88,5 11/45 75,6
Linfécitos CD3+/mm 2
< 451 (percentile 25) 1/5 80,0 0,42 7/14 50 0,07
> 451 (percentile 25) 3/25 88,0 8/31 74,2
Linfécitos FoxP3 /mm *
< 49 (percentil 50) 14/0 100 0,046 10/28 64,3 0,46
> 49 (percentil 50) 4/15 73,3 5/20 75,0
Linfécitos Tia -1+ /mm?
< 39 (percentil 25) 0/3 100 0,48 2/15 86,7 0,044
> 39 (percentil 25) 4/26 84,6 13/29 55,2
Linfécitos Granzyme B+ /mm  ?
< 4 (percentil 25) 0/5 100 0,34 2/16 87,5 0,040
> 4 (percentil 25) 4/25 84 13/31 58,1
Razé&o FoxP3/CD8 >1
Sim 1/2 50 0,021 5/16 68,8 0,92
N&o 3/27 88,9 10/32 68,8
Raz&o FoxP3/Tia-1 >1
Sim 2/6 66,7 0,06 4/20 80,0 0,12

Né&o 2/22 90,0 11/26 57,7
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Tabela 5.11 (continuagéo): Associacao diferencial de caracteristicas histopatoldgicas
e composi¢cao do microambiente tumoral com a sobrevida livre de eventos (SLE), de

acordo ao estatus de associacdo com o virus Epstein-Barr.

EBV + EBV -
ANALISE ANALISE
VARIAVEL EVENTOS SLE (%) UNIVARIADA EVENTOS SLE (%) UNIVARIADA
P P)

Raz&o CD4/CD20 > 1

Sim 0/11 100 0,08 5/20 75,0 0,30

N&o 5/18 72,2 10/24 58,3
Razéo T-bet/C-maf >1

Sim 4/12 66,7 0,017 2/10 80,0 0,32

Nao 0/16 100 12/31 61,3
Linfécitos Ki67+ /mm ?

< 44 (percentil 25) 1/8 87,5 0,59 2/13 84,6 0,10

> 44 (percentil 25) 4/23 82,6 13/33 60,6

Tabela 5.12: Regressdo de Cox das variaveis estatisticamente significantes na
sobrevida livre de eventos do linfoma de Hodgkin classico ndo associado ao virus

Epstein-Barr.

INTERVALO DE CONFIANCA, 95%

VARIAVEIS p Limite Inferior Limite Superior
Doenca Extranodal 0,002 0,03 0,4
Celularidade Mista 0,005 0,05 0,5
Linfocitos Granzima B+ maior que 4/mm? 0,024 0,03 0,7

Nota: O numero de linfécitos Tia-1+ ndo foi incluido na equacgédo por estar correlacionado ao nimero
de linfocitos Granzima B+ (p< 0,0005, correlacao de Spearman). O nimero de linfécitos Granzima B+
foi escolhido para ser utilizado na equacdo, ao invés do nuimero de linfécitos Tia-1+, ja que a

imunoexpressdo de Granzima B sO ocorrere nos linfocitos T citotdxicos ativados, ao contrario da

imunoexpressdo de Tia-1 que independe do estado de ativagéolgs.

5.4 O Microambiente Tumoral do Linfoma de Hodgkin C  lassico esta
Associado a Caracteristicas de Funcionalidade do Ci  clo Celular e Apoptose
das Células Neopléasicas

Nesta parte do trabalho, analisamos algumas caracteristicas do ciclo

celular e apoptose das células H-RS, em relacdo a expressao de proteinas-chave
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(p53, p21, Bcl2), assim como atraves de marcadores de cinética populacional, como
o indice de proliferacdo celular (IPC, medido através da semiquantificacdo da
expressao de Ki67), o numero de células H-RS, o niumero de mitoses e finalmente, o
namero de células uni e multinucleadas (NUN e NMN, respectivamente) (Figura
5.18). O objetivo foi explorar uma possivel interacdo (“cross-talk”) entre as células H-
RS e as populagdes linfocitarias no microambiente tumoral.

Oitenta e nove dos 100 casos foram avaliaveis quanto a imunoexpressao
de p53, sendo 36 (40,4%) pacientes considerados positivos (>50% de células H-RS
imunomarcadas para p53), indicando o acumulo desta proteina.

Ja 83 dos 100 casos foram avaliaveis para o p2l. Quarenta e trés
pacientes (51,8%) foram considerados positivos para esta proteina (>50% de células
H-RS imunomarcadas para p21).

A analise combinada de p53/p21 mostrou:

33 (40,2%) casos p53-/p21-;

30 (36,5%) casos p53+/p21+;

13 (15,8%) casos p53-/p21+;

6 (7,5%) casos p53+/p21-.

Conforme descrito na metodologia, a via de p53 foi considerada funcional
em 43 dos 83 casos analisaveis (51,8%). Todos 0s casos p53+/p21- mostraram
acumulo de p53 em mais de 75% das células H-RS (Figura 5.18).

Um alto indice de proliferacdo células (>50% das células H-RS
imunomarcadas para Ki67) foi observado em 53 dos 96 casos analisaveis (55,2%).

A imunoexpressao de Bcl2 foi avaliada em 82 casos. Quarenta e trés
casos (52,4%) foram considerados Bcl2-positivos (Bcl2 em mais de 10% das células

H-RS).
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A positividade de Bcl2, p21, p53, a funcionalidade da via de p53 e um alto
IPC nao tiverem influéncias na SLE (Tabela A6, Anexo 5).

Células H-RS com alto IPC (Ki67>50%) foram freqlientemente
observadas, porém sem estarem associadas ao numero de células neoplasicas em
10CGA, numero de células neoplasicas em mitose em 10CGA ou numero de células
uni/multinucleadas /mm?, independentemente da utilizacdo de 50% (alto IPC) ou
75% (extremamente alto IPC) como ponto de corte.

Um elevado nimero de células neoplasicas em mitose foi observado nos
casos p2l+ (p< 0,0005; teste de Mann-Whitney) e com a via de p53 funcional (p<
0,0005) (Figura 5.19). O mesmo foi observado quando pontos de corte foram
empregados: 8/9 (88,9%) casos com >10 mitoses /10CGA eram p21+ e tinham a via
de p53 funcional (p= 0,03; teste de Fisher). Curiosamente, dos 14 casos com mais
células NMN do que células NUN (NMN/NUN >1), 10 (71,4%) foram associados com
a positividade de p21 (14/17 casos avaliaveis para p21).

Nao foi observada qualquer associacdo estatistica entre a expressao de
p21 nas células H-RS e o estatus de associacdo com o EBV, nem quanto o nivel de
expressao foi analisado (p= 0,4), nem quando diferentes pontos de corte foram
utilizados (p21> 10%, p= 0,4; e p21 >50%, p= 0,6. X?).

Um maior numero de células NMN em relacédo as célula NUN (NMN/NUN

>1) foi observado nos casos com p53-funcional (p= 0,038; teste de Fisher).
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Figura 5.18: Analise do ciclo celular mediante avaliacdo de expressao protéica por IHQ. A) Células

neoplasicas com expressao de p53, mostrando marcacao nuclear tipica (1000x). A positividade para
este anticorpo € devida ao acimulo da proteina p53 no nicleo das células. B) Células neoplasicas
(100x), e em detalhe célula de Reed-Sternberg (1000x), positivas para p2l, exibindo marcacéo
nuclear caracteristica. C e D) Células neoplasicas positivas para Ki67,mostrando marcacdo nuclear
tipica (1000x).
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Figura 5.19: A) Distribuicdo do nimero de células neoplasicas em mitose por 10 campos de grande
aumento (CGA) em relacdo a positividade de p21. B) Distruibuicdo do nimero de células neoplasicas
multinucleadas por mm? em relag&o a positividade de Bcl2.

5.4.1 Relacdo entre o Numero de Linfocitos do Micro ambiente
Tumoral e as Células Neoplasicas

Um elevado nimero de linfécitos FoxP3+/mm? foi observado nos casos
p21+ (p= 0,002; teste de Mann-Whitney), com a via de p53 funcional (p= 0,005) e
nos casos Bcl2+ (p=0,01) (Figura 5.20).

Grande ntimero de linfécitos T-bet+/mm? foi observado nas criancas com
mais células NUN do que NMN (p= 0,046; Teste de Mann-Whitney), p21+ (p= 0,039)
e com alto IPC (p= 0,037) (Figura 5.20).

Elevado nimero de linfécitos CD8+/mm? foi associado aos casos com alto
IPC (p= 0,039; teste de Mann-Whitney). Ja um maior numero de linfécitos Granzima
B+ foi observado nos casos com mais células NUN do que NMN (NMN/NUN <1) (p=
0,015) e Bcl2+ (p= 0,001) (Figura 5.20).

Os casos com mais células NMN em relacéo as células NUN (NMN/NUN

>1) estiveram associados a baixo nivel de linfécitos Granzima B+ (percentil 50 como
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ponto de corte) (p= 0,027; teste de Fisher) e a razao entre linfécitos CD4+/CD20+ >1

(p= 0,043) (Tabela 5.13).

Tabela 5.13: Associacdo do balango do numero de células neoplésicas uninucleadas
(NUN) e multinucleadas (NMN) com o nivel de linfécitos Granzima B+ e o balanco

entre o nidmero de linfécitos CD4+/CD20+.

NUN/NNM >1

VARIAVEIS Sim (%) N&o (%) p
Linfécitos Granzima B+

>11 /mm2 37 (53,6) 2 (16,7)

<11 /mm2 32 (46,4) 10 (83,3) 0,018
Total 69 (100) 12 (100)
Razdo Linfécitos CD4+/CD20+ >1

Sim 30 (44,8) 1 (10)

Nao 37 (55,2) 9 (90) 0,043
Total 67 10

A anadlise por agrupamentos hierarquico identificou 2 grupos principais
(Figura 5.21). O Grupo | foi composto pela funcionalidade de p53, maior nimero de
células NMN em relacdo as células NUN, associacdo com o EBV, alto nUmero de
linfécitos CD4+, T-bet+, CD8+, Tia-1+ e CD20+. Ja o Grupo Il incluiu os casos EBV-,
com elevado numero de células NUN em relacdo as células NMN, via de p53
disfuncional, Bcl2+, alto IPC, grande numero de células H-RS e grande numero de

células Th2.
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Figura 5.20: Graficos do tipo “Box plot” mostrando associag8es do “cross-talk” entre células neoplasicas e microambiente tumoral. A) Distribuicdo do nimero

de linfocitos FoxP3+ em relagao a expressao de Bcl2 (>10%) nas células H-RS. B) Distribuicdo do nimero de linfécitos FoxP3+ quanto a funcionalidade da

via de p53. C) Distribuicdo do nimero de linfécitos T-bet+ quanto ao balanco entre o numero de células neoplasicas uninucleadas (NUN) e multinucleadas

(NMN). D) Distribuicdo do nimero de linfécitos T-bet+ quanto a expressao de p21 (>50%) pelas células H-RS. E) Distribuicdo do numero de linfécitos T-bet+

guanto ao indice de proliferacéo celular (IPC) das células neoplasicas (Ki67>50%). F) Distribuicdo do numero de linfécitos CD8+ quanto ao IPC das células

neoplasicas (Ki67>50%). G) Distribuicdo do nimero de linfécitos Granzima B+ quanto a expressdo de Bcl2 (>10%) nas células H-RS. H) Distribuicdo do

namero de linfécitos Granzima B+ quanto ao balanco entre o numero de células NUN/NMN.
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Figura 5.21: Dendograma obtido por agrupamento hierarquico das variaveis obtidas das células
neoplasicas e do microambiente tumoral dos casos de LHc pediatricos analisados. Os grupos
principais séo identificados por chaves. ) P21l-positivo: células neoplasicas p21+ (>50%); P53
funcional: células neoplasicas exibindo a via de p53 funcional; T-bet: linfécitos T-bet+; NMN/NUM >1:
balangco entre células neoplasicas multinucleadas e uninucleadas >1; Bcl2-negativo: células
neoplasicas Bcl2-; CD8: linfocitos CD8+; CD20: linfocitos CD20+; CD4: linfocitos CD4+; Tial:
linfécitos Tia-1+; EBV-positivo: casos associados ao virus Epstein-Barr. Il) Bcl2-positivo: células
neoplasicas Bcl2+; FoxP3: linfécitos FoxP3+. GrzB: linfécitos Granzima B+; Cmaf: linfécitos C-maf+;
>65 células H-RS: >65 células neoplasicas em 10 campos de grande aumento; NUM/NMN >1:
balango entre células neoplasicas uninucleadas e multinucleadas >1; p53-disfuncional: células
neoplasicas exibindo via de p53 disfuncional; Alto IPC: alto indice de proliferacdo celular; EBV-

negativo: casos ndo associados ao EBV.
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5.4.2 Anélises Multivariadas

O numero de células H-RS em mitose manteve a associacdo estatistica
com a funcionalidade da via de p53 (p= 0,02; IC95% 0,02 a 0,3) e numero de
linfécitos Tia-1+ (p= 0.016, 1C95% -0,3 a -0,03).

O balanco entre as células NUN e NMN >1 (mais células NUN do que
NMN) esteve associado independentemente a disfuncionalidade da via de p53 (p=
0,036; 1IC95% -0,36 a -0,12) e limitrofemente ao numero de linfécitos Granzima B+
(p=0,081; IC95% -0,018 a 0,29).

Para identificar um possivel “cross-talk” entre as células H-RS e os
linfécitos do microambiente tumoral, foram realizadas regressdes logisticas,
conforme mostrado na tabela 5.14. Neste modelo, o fenotipo antiapoptotico esteve
associado a um maior numero de células Tregs e citotoxicas; a expressao de p21
(>50%) esteve associada a um maior numero de células Tregs e Thl e o alto IPC

das células neoplasicas esteve associado ao maior numero de linfécitos T CD8+.
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Tabela 5.14: Analise multivariada entre as varidveis referentes as células
neoplasicas e as variaveis referentes ao microambiente tumoral.

INTERVALO DE
CONFIANCIA, 95%

VARIAVEL MODELO P INFERIOR SUPERIOR

DEPENDENTE

NMN/NUN >1 T-bet >percentil 50 0,2 -0,05 0,25
Granzima B >percentil 50 0,033 0,01 0,3

Bcl2-positividade FoxP3 0,03 0,1 0,5
Granzima B 0,03 0,1 0,5

P21-positividade FoxP3> percentil 50 0,004 0,1 0,5
T-bet > percentil 50 0,037 0,01 0,4

Alto IPC T-bet > percentil 50 0,9 -2,2 0,2
CD8> percentile 50 0,02 0,03 0,4

NMN/NUN >1: balanco entre as células neoplasicas multinucleadas e uninucleadas >1, indicando que
h& mais células neoplasicas multinucleadas do que uninucleadas; T-bet: linfécitos T-bet+; Granzima
B: linfécitos Granzima B+; Bcl2-positividade: caso positivo para Bcl2, indicando que mais de 10% das
células neoplasicas sao Bcl2+; FoxP3: linfécitos FoxP3+; p21-positividade: caso positivo para p21,
indicando que mais de 10% das células neoplasicas sdo p21+; Alto IPC: alto indice de proliferacédo

celular, indicando que mais de 50% das células neoplasicas séo Ki67+; CD8: linfocitos CD8+.

5.5 Contribui¢des do Polimorfismo da Regidao Promoto ra da IL10 para
a Biologia do LHc Pediatrico

Para esta parte do estudo, foram estudados somente 78 dos 100 casos
de LHc pediatricos previamente descritos. Isto foi devido a falta de amplificabilidade
do DNA obtido do material de arquivo, ou material escasso para estudos

moleculares no restante dos 22 casos.

5.5.1 Caracterizagéo dos Polimorfismos
As frequéncias genotipicas e alélicas das posi¢des -1082, e -592, assim
como dos haplétipos do promotor proximal encontradas nos pacientes com LHc

estdo descritas na tabela 5.15. Uma andlise das frequéncias dos polimorfismos
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citados acima mostrou que a populacéo de pacientes encontrava-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg tanto na posicao -1082G/A (p= 0,23; x?) quanto na posicao -592A/C
(p= 0,45, x?.

A combinacao entre os genotipos dos SNPs em haplétipos foi confirmada
experimentalmente através de 3 PCRs alelo especificas por caso. Os haploétipos
ACC, ATA e GCC foram detectados em homozigose e heterozigose (figura 5.22 e

5.23).

Figura 5.22: Deteccdo dos gendtipos da posigédo -1082 da IL-10 em homo e heterozigose, por AS-
PCRs. Gel de poliacrilamida 0,8% corado com nitrato de prata. M: Marcador de peso molecular 200 e
150pb. Para cada posicao (GG, AG ou AA), o 1° poco representa o produto da reacdo de PCR para a
guanina da posicdo -1082 e o 2° poco a adenina da posi¢cdo -1082. As duas bandas em GG
representam um caso homozigoto para o alelo G, sendo entdo -1082GG. As duas bandas em AG, um
par ao lado do outro, representam um caso heterozigoto, sendo entdo -1082GA. As duas bandas em
AA representam um caso homozigoto para o alelo A, sendo entdo -1082AA. A presenca de dois

fragmentos em cada posicédo genotipada é devida a amplificagcao conjunta do microssatélite IL10.G.
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Tabela 5.15: Freguéncia genotipica dos SNPs -1082 (G/A) e -592 (A/C), e dos
haplétipos proximais do promotor do gene da IL-10.

SNP/ Haplotipos Frequencia (%)
Gendtipo

3 GG 13 (16,7)

S GA 40 (51,3)

' AA 25 (32,1)
Total 78 (100)
Genatipo

N AA 5 (6,5)

B AC 29 (37,7)

CcC 43 (55,8)
Total 77
Haplotipos
-1082 -819 -592

A cC C 39 (32,2)

A T A 30 (25,8)

G C C 52 (42,9)
Total (n) 121

M CC AC A4 M
200pb
- [
150pd

Figura 5.23: Detecgdo dos genotipos da posicao -592 da IL10 em homo e heterozigose, por AS-
PCRs. Gel de poliacrilamida 0,8% corado com nitrato de prata. M: Marcador de peso molecular 200 e
150pb.

5.5.2 Associagdes do Polimorfismo da Regido Promoto ra da IL10
com as Caracteristicas Histoldgicas
Os casos com mais células NMN em relacdo as ceélulas NUN (razdo

NMN/NUN >1) estiveram associados aos genétipos -1082GG (p= 0,01, x?). Ao se
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proceder a analise utilizando apenas o0s genétipos da posicdo -1082 em
homozigose, verifiou-se que um predominio dos casos com a razdo células
NMN/NUN >1 eram -1082GG (6/9, 66,7%), enquanto a maioria dos casos com mais
células NUN (razdo células NMN/NUN <1) era -1082AA (20/26, 76,9%) (p= 0,038,
teste de Fisher) (Tabela 5.16).

O gendtipo -1082AA esteve associada a EN Gl (p= 0,048, teste de
Fisher). J4 a analise por haplétipos mostrou que a presenca do haplétipo GCC
esteve associada a EN GllI: dos 35 pacientes com o referido haplotipo, 20 (57,1%)
estiveram associados a EN GIl, enquanto dos 17 casos sem este haplotipo, 13
(76,5%) eram da EN Gl (p= 0,037, teste de Fisher) (Tabela 5.17).

A presenca do padrdo interfolicular esteve associada ao genotipo -
1082GG (p= 0,034, teste de Fisher) (Tabela 5.15). O haplotipo ACC este relacionado
a auséncia do padrao interfolicular (p= 0,009, teste de Fisher). Ressalta-se que dos
12 casos com padréo interfolicular avaliaveis para os SNPs estudados, 11 (91,7%)
tinham o haplétipo GCC.

Os genodtipos de IL10 estudados néo estiveram associados a presenca do

EBV nas células tumorais.
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Tabela 5.16: Associacdo dos SNPs da posi¢céo -1082 em homozigose do gene da
IL10 com o balango entre as células neoplasicas multinucleadas (NMN) e as células

neoplasicas uninucleadas (NUN) e o padrao interfolicular.

SNP -1082

VARIAVEL -1082GG (%) -1082AA (%) TOTAL (%) P
Células NMN/NUN >1

Sim 6 (66,7) 3 (33,3) 9 (100)

N30 6 (23,1) 20 (76,9) 26 (100) 0,038
Padréo Interfolicular

Sim 5 (71,4) 2 (28,6) 7 (100)

N30 8 (25,8) 23 (74,2) 31 (100) 0,034

Células NMN/NUN >1: razao entre as células neoplasicas multinucleadas (NMN) e as células
neoplasicas uninucleadas (NUN) maior do que 1, indicando que ha mais células NMN em relacdo as
células NUN.

Tabela 5.17: Associacdo do haplétipo proximal GCC com o grau e o risco da

esclerose nodular (EN).

GRAU DA EN RISCO DA EN
| (%) Il (%) Baixo (%) Alto (%)
GCC
Sim 15/35 (42,9) 20/35 (57,1)  13/35(37,1)  22/35 (62,9)
N&o 13/17 (76,5)  4/17(23,5)  10/15(66,7)  5/15 (33,3)
P 0,037 0,07

Os casos com o0 genoétipo -592CC estiveram associados a um maior
namero de eosindfilos no microambiente tumoral, ao contrario do gendtipo -592AA
que este associado a um menor numero destas células (p= 0,04; teste de Mann-

Whitney).
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N&o houve associacdo dos polimorfismos de IL10 com o imunofenétipo
das células H-RS, com o niumero de mitoses das células neoplasicas e com o status

do EBV.

5.5.3 Associacdes do Polimorfismo da Regido Promoto ra da IL10
com as Caracteristicas do Microambiente Tumoral

Os polimorfismos da regido -1082 estiveram associados a um aumento
crescente no numero de linfécitos Th2 (C-maf+), exibindo o gendtipo GG o menor
nivel, o gendtipo AA o maior nivel e o gendtipo AG nivel intermediario (p= 0,01; teste
de Kruskal Wallis) (Figura 5.24). De fato, o genotipo -1082GG esteve associado ao
menor numero de linfocitos Th2 (p= 0,007; teste de Mann-Whitney), enquanto o
genotipo -1082AA exibiu um maior numero destes linfocitos (p= 0,032). Ainda, o
genotipo -1082GG esteve relacionado ao balanco dos linfocitos FoxP3+/C-maf+,
tendo os casos com este gendtipo um maior nimero de linfocitos FoxP3+ em
relacdo aos linfocitos C-maf+ (p= 0,01; teste de Fisher), o contrario acontecendo no

genotipo -1082AA em relacdo ao balanco destes linfocitos (p= 0,01).
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Figura 5.24: Distribuicdo do numero de linfocitos Th2 (C-maf+) pelo SNP -1082. Ao se comparar
todos os genétipos a0 mesmo tempo a diferenca é estatisticamente significante (p= 0,01, teste de
Kruskal Wallis). O mesmo acontece ao se comparar o genétipo GG com GA (p= 0,026, teste de
Mann-Whitney) e GG com AA.

Ja os polimorfismos da regido -592 estiveram associados ao numero de
linfécitos CD3+ e CD8+ (p= 0,022 e p= 0,014, respectivamente; teste de Kruskal
Wallis), tendo o gendétipo AA o menor nivel, o genotipo CC o maior nivel e o genoétipo
AC nivel intermediario (Figuras 5.25 e 5.26). Observou-se ainda associacao limitrofe
entre estes polimorfismos e o numero de linfocitos C-maf+, com o gendtipo AA
mostrando o maior e 0 gendétipo CC o menor numero de células C-maf+ (p= 0,084;
teste de Kruskal Wallis) (Figura 5.27).

Ao se analisar os genotipos em homozigose para a posicao -592,
observou-se que o gendtipo AA estava associado ao menor namero de linfocitos
CD3+ (p= 0,01; teste de Mann-Whitney) e o genétipo CC ao maior numero de

linfécitos CD3+ (p= 0,05), CD8+ (p= 0,005), e FoxP3+ (p= 0,04), aléem de menor
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namero de linfécitos C-maf+ (p= 0,03). Na analise multivariada, foi mantida a
significancia estatistica para os linfécitos CD8+ (p= 0,003; IC95% -0,02 até -0,001),
FoxP3+ (p= 0,039; IC 95%, -0,002 até 0,0) e C-maf+ (p= 0,012; IC95% 0,0 até
0,003) (Tabela A7, Anexo V).

A andlise por haplotipos mostrou que o haplétipo GCC em homozigose
(GCC/GCC) esteve associado a um menor namero de linfécitos Th2 (p= 0,01; teste
de Mann-Whitney) e a um maior niamero de linfocitos FoxP3+ em relacdo aos
linfécitos C-maf+ (razdo FoxP3+/C-maf+ >1) (p= 0,002; teste de Fisher). Na analise
multivariada, o namero de linfécitos C-maf+ manteve a significancia estatistica (p=

0,032; IC95% 0,00 ate 0,003).
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Figura 5.25: Distribuicdo do nuimero de linfécitos CD3 pelo SNP -592. Ao se comparar todos os
gendtipos ao mesmo tempo a diferenca foi estatisticamente significante (p= 0,022; teste de Kruskal

Wallis).
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Figura 5.26: Distribuicdo do ndmero de linfocitos CD8 pelo SNP -592. Ao se comparar todos 0s

genotipos a diferenca foi estatisticamente significante (p= 0,014; teste de Kruskal Wallis).
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Figura 5.27: Distribuicdo do nimero de linfécitos C-maf+ pelo SNP -592. Ao se comparar todos os
gendtipos ao mesmo tempo a diferenca mostra significancia limitrofe (p= 0,084, teste de Kruskal
Wallis).



131

O haplotipo ACC esteve associado a um maior numero de linfocitos CD3
(p= 0,035; teste de Mann-Whitney), que foi mantida na analise multivarida (Tabela
A7, Anexo V). Ja o haplétipo ATA esteve relacionado a um maior numero de
linfécitos Th2 (C-maf+) (p= 0,028) e a um menor nimero de linfocitos CD3+ (p=
0,025), FoxP3+ (p= 0,053) e Tia-1+ (p= 0,08). Como esperado, este haplétipo esteve
associado ao balanco de linfécitos FoxP3+/C-maf+, com um menor numero de
linfécitos FoxP3+ em relacdo ao numero de linfocitos C-maf+ (p= 0,015; teste de

Fisher).

5.6 Contribuicdes do Polimorfismo do Gene CTLA4 par a a Biologia
do Linfoma de Hodgkin Classico Pediatrico

As freqUéncias genotipicas e alélicas das posicbes -1722, +49 e CT60
encontradas nos pacientes com LHc estdo descritas na tabela 5.18, enquanto as
frequéncias dos principais haplétipos encontram-se na tabela 5.19. A figura 5.28
mostra um gréfico obtido pelo uso do programa de discriminacdo alélica para a
posicdo CT60. Uma andlise das frequéncias dos polimorfismos citados acima
mostrou que o grupo de pacientes encontrava-se em equilibrio de Hardy-Weinberg
em todas as posicdes: -1722A/G (p = 0,6; X?), +49A/G (p = 0,78; x?) e CT60A/G (p =

0,4: X°).
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Figura 5.28: Grafico de discriminagdo alélica do gene CTLA-4, posicdo CTG60.
(RS_3087243). O ensaio foi realizado por PCR em tempo real, com sondas
fluorogénicas para cada alelo. O grupamento de genétipos observado é baseado na
fluorescéncia detectada para o alelo selvagem (A; fluoroforo VIC) e para o alelo
mutante (G; FAM). As bolas na parte inferior do grafico (eixo X) representam 0s
casos homozigotos para o alelo A (CT60AA), os balées na parte superior do grafico
(eixo Y) representam os casos homozigotos para o alelo G (CT60GG) e os triangulos
na parte central do grafico representam os casos heterozigotos (CT60AG). Os
guadrados na area de baixa fluorescéncia para VIC e FAM, representam 0s

controles sem DNA (NTC).



133

Tabela 5.18: Frequéncia genotipica dos SNPs -1722 (A/G), +49 (A/G) e CT60 (A/G)
do gene CTLA-4.

SNP NUMERO PERCENTUAL
~ Gendtipo
N AA 66 83,5
—  AG 13 16,5
" GG 0 0
Total 79 100
Gendtipo
@ AA 43 51,2
+ AG 28 33,3
GG 13 15,5
Total 84 100
Gendtipo
3 AA 16 19,5
5 AG 37 45,1
GG 29 35,4
Total 82 100

Tabela 5.19: Frequéncia dos haplotipos mais comuns do gene CTLA4 em relacdo

aos polimorfismos das regifes +49 e CT60.

HAPLOTIPO Frequencia (%)
+49 CT60
1 A A 56 (41,5)
2 A G 38 (28,1)
3 G A 2 (1,5)
4 G G 39 (28,9)
Total (n) 135

5.6.1 Associacdo de polimorfismos de CTLA4 com cara  cteristicas
clinico-biolégicas do LHc

Em relacdo a posicdo -1722, a Unica associacdo observada foi entre a
presenca do alelo G e grupo de risco favoravel (10/13 casos) (p = 0,037, x2).

O gendtipo CT60 GG esteve associado a um alto IPC, sendo que 20/28

(71,4%) casos CT60GG exibiram Ki67>50% nas células H-RS (p= 0,037, x°).
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Tendéncia semelhante foi observada com a posicdo +49, em que casos com

gendtipo GG 10/13 (76,9%) mostraram alto IPC (p= 0,08; x?).

5.6.2 Associagdo dos Polimorfismos de CTLA4 com as
Caracteristicas do Microambiente Tumoral no LHc

A analise da posicdo +49 mostrou que a presenca do alelo A, em
qualguer dose esteve associada a um nivel de linfécitos CD3+ superior ao percentil
25 (>451 /mm?) (p= 0,033; x?).

Enquanto a presenca do alelo +49G foi relacionada ao menor numero de
linfécitos CD4+ (p= 0,046; teste de Mann-Whitney) (Figura 5.29). A populacdo CD4+
pareceu estar influenciada mais pela composicdo haplotipica (haplotipo
+49A/CT60A, ver adiante) que pela configuracdo genética em cada posicéo.

A presenca do gendtipo +49AA influenciou o balanco entre as
subpopulacdes linfocitarias. Os portadores de +49AA mostraram mais linfocitos C-
maf+ em relacdo aos linfécitos T-bet+, com uma razdo T-bet/C-maf<l em 26/41
(63,4%) dos casos (p= 0,046; x°). O mesmo foi observado em relacdo ao balanco
entre os linfécitos FoxP3+ e CD20+: 32/53 (60,4%) dos casos +49AA tiveram maior
nimero de linfécitos CD20+ em relacdo aos linfocitos FoxP3+ (p= 0,047; X°) (Tabela
5.20).

Os portadores do alelo CT60A exibiram um nivel de linfocitos CD4+
>percintil 25 (>70 /mm?) (p= 0,02; X°). Por sua vez, os portadores do alelo G
mostram maior numero de linfocitos FoxP3+ (p= 0,068; Mann-Whitney) (Figura 5.32)
e nivel de linfécitos FoxP3+ > percentil 25 (>12 /mm?) (47/58; 81%) (p= 0,007; x?). J&
0 genodtipo CT60GG esteve associado a um alto nivel de linfocitos CD8+ (>143

/mm?) (p= 0,014; x?) (Tabela 5.20).



135

500+

£
=]
=]
|

300 -

200+

Nlmero de Linfocitos CD4+ Imm2

o
(=]
1

SNP +49G

Figura 5.29: Relacéo entre o alelo +49G do gene CTLA-4 e o numero de linfécitos CD4+ /mm?2.

O gendtipo CT60AA esteve relacionado ao menor nimero de linfocitos
FoxP3+ (p= 0,068, Mann-Whitney) (Figura 5.30), enquanto os casos sem este
genotipo estiveram associados ao nivel de linfocitos FoxP3+ > perc. 25 (>12 /mm?)
(p= 0,017, teste de Fisher) (Tabela 5.20).

A analise dos hapl6tipos mostrou que os portadores do haplétipo
+49A/CT60A tiveram uma quantidade linfocitos CD4+ superior ao percentil 25 (p=
0,023; teste de Fisher) e uma quantidade de linfocitos CD8 inferior ao percentil 50
(p= 0,009). Por outro lado, a maioria os casos com balan¢co FoxP3+/CD20+ >1
(12/18; 66,7%) eram portadores do haplétipo +49G/CT60G (p= 0,023; teste de

Fisher) (Tabela 5.21).
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Tabela 5.20: Principais associacdes significativas entre os genétipos da posicédo +49 e CT60 do gene CTLA-4 com caracteristicas

do linfoma de Hodgkin classico.

+49AA +49GG CT60 AA CT60GG
VARIAVEL Sim Nao Sim Nao Sim Nao Sim Nao
IPC
>50% NS NS NS NS NS NS 20/28 (71,4)*  24/51 (47,1)
<50% 8/28 (28,6) 27/51 (52,9)
Linfécitos CD3+
> 451 /mm2 NS NS 6/13 (46,2) 47162 (75,8)* NS NS NS NS
<451 /mm2 7/13 (53,8) 15/62 (24,2)
Linfécitos FoxP3+
> 70 /mm2 NS NS NS NS 7115 (46,7) 47/58 (81)* NS NS
<70 /mm2 8/15 (53,3) 11/58 (19)
Linfécitos CD8+
> 143 /mm2 NS NS NS NS NS NS 18/27 (66,7)* 17/46 (37)
<143 /mm2 9/27 (37) 29/46 (63)
T-bet+/C-maf+ >1
Sim 10/36 (27,8) 16/31 (51,6) NS NS NS NS NS NS
Nao 26/36 (72,2)* 15/31 (48,4)
FoxP3+/CD20+ >1
Sim 7122 (31,8) 19/52 (36,5) NS NS NS NS NS NS
Nao 15/22 (68,2)* 33/52 (63,5)

NS: associacao estatisticamente ndo significativa. *, valor de p <0,05. IPC: indice de proliferacéo celular das células neoplasicas. T-bet+/C-maf+ >1: balango

entre o nimero de linfécitos T-bet e C-maf. FoxP3+/CD20+ >1: balango entre o nimero de linfocitos FoxP3+ e CD20+.
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Figura 5.30: Relacéo entre a presenca do gendtipo CT60AA e o nimero de linfécitos FoxP3+ Imm?®.

Tabela 5.21: Principais associacfes entre os haplotipos formados pelos alelos da

posicdo +49 e CT60 do gene CTLA-4 com caracteristicas do linfoma de Hodgkin

classico.
+49A/CT60A +49G/CT60G
VARIAVEL Sim Nao Sim N&o
Linfécitos CD4+
> 70 /mm2 40/47 (85,1)* 16/26 (61,5) NS NS
<70 /mm2 7147(14,9) 10/26 (38,5)
Linfécitos CD8+
> 143 /mm2 17/48 (35,4) 18/27 (66,7) NS NS
< 143 /mm2 31/48 (64,6)** 9/27 (33,3)
FoxP3+/ CD20+ >1
Sim NS NS 12/31 (38,7) 6/40 (15,0)
Nao 19/31 (61,3)* 34/40 (85,0)

NS: nao estatisticamente significativo. * valor p< 0.05; ** valor p < 0.001. FoxP3+/CD20+ >1: balango

entre o nimero de linfécitos FoxP3+ e CD20+.

Os polimorfismos da posigéao -1722 do gene CTLA-4 ndo se associaram

as caracteristicas do microambiente tumoral e das células neoplasicas.
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5.6.3 Os Polimorfismos do Gene CTLA-4 no Prognostic o do Linfoma
de Hodgkin Classico Pediatrico

A fim de investigar se os SNPs do gene CTLA-4 estudados teriam
impacto na SLE, as curvas de sobrevida dos pacientes foram analisadas em relacao
as variantes genéticas e dos principais haplotipos (+49A/CT60A e +49G/CT60G), e
comparadas com testes de Log-rank.

Uma melhor SLE foi observada nos casos com genotipo +49AA (p=
0,045, Log-rank). Por outro lado, a presenca do haplétipo +49G/CT60G esteve

associada a uma pior SLE (p= 0,015, Log-rank) (Figura 5.31).
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Figura 5.31: Sobrevida livre de eventos em relacdo a presenca ou a auséncia do genotipo +49AA (A)
e haplétipo +49G/CT60G (B) do gene CTLA-4.

Em relacdo ao impacto clinico dos haplétipos 1 (+49 A/ CT60 A) e 4 (+49
G / CT60 G), em ambos os casos, a SLE foi dependente do estatus de associacdo
do tumor com EBV. Os portadores do haplotipo 1 EBV+ tiveram SLE melhor que os

portadores de outros haplotipos (95,5 vs. 66,7%; p= 0,015; Log-rank); assim como
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melhor SLE que os portadores do hapldétipo 1 EBV- (95,5 vs. 74,1%; p= 0,041; Log-
rank).

No sentido oposto, os portadores do haplétipo 4 EBV+ tiveram pior SLE
que os casos EBV- (73,3 vs. 100%; p= 0,043; Log-rank).

Ao se utilizar as variaveis clinicas e do microambiente associadas a SLE
neste estudo (doenca extranodal e nivel de células Granzima B+) e o haplétipo
+49G/CT60G na regressao de Cox, ajustada para o estatus do EBV, observou-se
que a presenca do referido haplétipo manteve o impacto prognéstico (p= 0,043;

IC95% 0,3 até 0,51) (Tabela 5.22).

Tabela 5.22: Regressdo de Cox das variaveis clinicas, histolégicas e genéticas

associadas estatisticamente com a sobrevida livre de eventos.

HR INTERVALO DE CONFIANCA, 95%
VARIAVEIS p Limite Inferior Limite Superior
Doenca Extranodal 0,004 0,12 0,3 0,51
Nivel de Granzima B>perc. 25 0,027 0,09 0,01 0,75

Haplétipo +40G/CT60G 0,043 0,28 0,08 0,95
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6- DISCUSSAO

6.1 Linfoma de Hodgkin Classico Pediatrico no Rio d e Janeiro: Um
Padrao Epidemioldgico Distinto ?

Os estudos prévios realizados no Rio de Janeiro com o linfoma de Burkitt
pediatrico mostraram que nesta regido geogréfica tanto a associacdo com o EBV'"™
184,61 quanto as caracteristicas de apresentacéo clinica da doenca diferiam dos dois
padrdes epidemioldgicos descritos e endossados pela OMS!: linfoma de Burkitt
endémico e linfoma de Burkitt esporadico. Estes estudos permitiram sugerir a
existéncia de uma terceira entidade epidemiolégica, com caracteristicas clinico-
epidemiolégicas intermediarias entre os dois padrdes reconhecidos’.

Questionou-se se no LHc pediatrico, uma neoplasia também associada ao
EBV em uma parte dos casos, haveria diferencas em relagdo aos modelos apoiados
pela literatura, quanto as caracteristicas de associacdo com este virus, grupos
etarios e subtipos histolégicos, na regido geografica objeto deste estudo (RJ). Em

2007, ndés mostramos inicialmente® 18

gue as caracteristicas epidemioldgicas e
histol6gicas do LHc pediatrico no RJ pareciam diferir do esperado para 0s paises em
desenvolvimento (vide anexo VIII).

Armstrong et al® hipotetizaram para o LHc um modelo de 3 doencas com
base na idade ao diagnostico e o status do EBV. A primeira entidade € uma doenca
tipicamente da infancia associada ao EBV, com alta incidéncia nos paises em
desenvolvimento e usualmente do subtipo CM. O desenvolvimento do LH é
provavelmente associado a primo-infecgcdo precoce do EBV (pré-escolares,
predominantemente) nos paises economicamente menos desenvolvidos. A segunda

entidade acomete preferencialmente idosos, é também associada ao EBV e

geralmente do subtipo CM. Neste caso, a doenca parece estar relacionada aos
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eventos de reativacdo do EBV. Por fim, a terceira entidade afeta preferencialmente
adultos jovens, € mais prevalente em paises desenvolvidos, geralmente do subtipo
EN e ndo associada ao EBV.

Nas regides com maior desenvolvimento socio-econdémico, a freqiéncia
de associacdo do LHc com o EBV é de cerca de 40%*. Por outro lado, uma
freqiéncia maior de associacdo do EBV com o LHc pediatrico na Ameérica Latina tem
sido descrita, muitas vezes com um percentual de associacdo de até 100%°*°.

Nas regides menos favorecidas, o LHc pediatrico afeta criancas jovens
(<10 anos) numa proporcéo elevada (geralmente em mais de 50% dos casos), € do
subtipo CM na maioria dos pacientes (geralmente em mais de 50% dos casos) e tem
elevada associacdo com o EBV" 191 Em paises desenvolvidos, o LHc pediatrico
afeta adolescentes na maioria das vezes (geralmente em mais de 50% dos casos), é
EN na grande maioria e tem baixa associacdo com o EBV (geralmente em torno dos
40%)6 40, 55, 59, 187-188, 192—200.

Nos casos de LHc pediatrico oriundos do RJ, uma regido com
desenvolvimento sécio-econémico intermediario, foi possivel observar um
“deslocamento” do padrdo epidemiologico observado nas regifes pobres em direcéo
ao padrdo epidemiolégico observado nas regides mais ricas: mais casos em
adolescentes, associacdo intermediaria com o EBV e maior frequencia da EN (que
mostra uma alta associagdo com o EBV: 26 dos 43 casos associados ao EBV sao
de EN). Em resumo, no0s observasmos mais casos de EN do que de CM,
similarmente aos paises desenvolvidos. O EBV ndo mostrou associacdo com 0s
grupos etarios (<10 anos x >10 anos), semelhante ao observado nos paises mais
pobres. Finalmente, a proporcdo de casos de EN associada ao EBV foi intermediaria

entre paises desenvolvidos e pobres.
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Em vista disto, nds propomos que o LHc pediatrico no sudeste do Brasil
ndo pertence aos padrdes epidemioldgicos descritos por Armstrong et al® e Harris et
al*?, e estd em marcado contraste com o LHc pediatrico observado no nordeste do
Brasil (uma regido menos desenvolvida), o qual mostra alta associacdo com o EBV
(87% dos casos) e prevaléncia da CM (caracteristicamente, padrao epidemiologico
do tipo 1)*°.

O maior nivel socio-econdémico observado em algumas regifes de paises
em desenvolvimento poderia promover uma mistura de fatores culturais, ambientais
e de saude publica que permitiria uma infeccdo precoce do EBV associada a um
melhor funcionamento do sistema imune e diminuicdo de outras doencas infecciosas
na infancia. Isto poderia contribuir para o desenvolvimento do LHc em adolescentes.
De fato, 70% das criancas com até 9 anos de idade no sudeste do Brasil tém
anticorpos contra o capsidio viral do EBV>® 2!, Este seria o cenario onde o LHc
pediatrico teria uma prevaléncia de casos EN, uma associacdo com o EBV
intermediaria entre paises ricos e pobres, e uma alta freqiéncia de casos de EN
associados ao EBV, como observado em nossa série de casos.

Divergéncias no emprego dos critérios histolégicos para o diagnostico dos
subtipos histolégicos podem ser responsaveis por parte das discrepancias
observadas na literatura entre os subtipos EN e CM. Na EN, o grau de
colagenizacgao e o padrao de proliferagéao celular variam grandemente caso a caso e
até num mesmo linfonodo. Ainda, a esclerose pode ser predominantemente celular e
a formacéo de bandas colagenas com a consequente delimitagdo de nddulos ocorrer
apenas numa pequena por¢do do espécime; a chamada EN minima ou fase celular
da EN*. De maneira caracteritistica, a EN minima apresenta espessamento focal da

capsula do linfonodo da qual emerge uma banda de coldgeno que se estende em
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direcédo ao interior do linfonodo, porém sem produzir um nédulo distinto®*3!. Sao
nestes casos de EN minima em que ha erros na categorizacdo do subtipo do LHc e
consequentemente, casos que deveriam ser classificados como EN séo
erroneamente chamados de CM. Neste estudo, atencdo especial foi dada na

distinc&o entre a fase celular da EN e a CM3%3% 202,

6.2 O Subtipo Histologico Celularidade Mista € um R eflexo da
Constituicdo do Microambiente Tumoral

A heterogeneidade histolégica do LHc € uma das suas principais
caracteristicas e € também um dos elementos fundamentais dos modelos
epidemioldgicos que tentam explicar diferencas na incidéncia idade-dependente e
associacdo com o EBV. Entretanto, ndo existe até 0 momento uma explicacdo dos
processos subjacentes a histopatogénese ou das condicdes bioldgicas que
favorecam aparecimento dos diferentes subtipos nas distintas situagbes socio-
geograficas. Tem-se discutido se o desenvolvimento do subtipo histolégico estaria
relacionado com a producdo de citoquinas pelas células H-RS*®. Recentemente,
tem-se questionado se a CM representaria uma entidade diferente da EN em relacao
a patogénese®®, porém até o momento nada foi comprovado.

O subtipo histolégico do LHc em pacientes infectados com o virus da
imunodeficiéncia humana € influenciado pelo nimero de linfécitos T CD4+ no
sangue periférico, sendo a EN observada predominantmente nos casos com grande
namero de linfocitos T CD4+, equanto a CM predomina nos casos com menor
nimero destes linfocitos®®.

E sabido que no sangue periférico, as criangas possuem maior nimero de

linfécitos CD20+ do que CD4+, em relacdo aos adultos'®*’. Assim, foi levantada a
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hipétese de que o numero de linfécitos T CD4+ e CD20+ no microambiente tumoral
do LHc pudesse influenciar os subtipos histolégicos. A analise mostrou que 0s casos
com CM apresentavam um néimero menor de linfécitos T CD4+ /mm?, maior niimero
de linfécitos CD20+ /mm? e razdo entre linfécitos CD4+/CD20+ <1. Na andlise
multivariada, a CM esteve associada a presenca do EBV (p= 0,045, IC95% 0,00 a
0,38) e a razdo CD4/CD20 <1 (p= 0,014, IC95% -0,43 a -0,05). Isto sugere que esta
composi¢cdo do microambiente (menor numero de linfécitos T CD4+ em comparacao
ao numero de linfocitos CD20+) seria um reflexo dos processos celulares
subjacentes ao desenvolvimento da CM.

Nossa hipotese € de que o desenvolvimento da CM nas criangas com LHc
nao € uma consequéncia direta da primoinfeccado pelo EBV em idades precoces,
uma vez que as criancas no Brasil sdo primariamente expostas ao EBV na primeira
infancia > 2% 2%°_ Ao invés disto, a histopatogénese da CM poderia estar relacionada
a uma resposta imune deficitaria contra o EBV, refletida pela baixa razdo entre
linfoctos CD4+/CD20+. Ja a EN poderia ser originada predominantemente num
contexto de melhor resposta contra 0 EBV e/ou antigenos tumorais expressos nas
células H-RS.

Os resultados obtidos desta anéalise nos permitiu a formulagdo de novas
hipéteses sobre um aspecto tdo pouco explorado, como é a histopatogénese no
LHc. Entretanto, é de remarcar que, até o nosso conhecimento, € a primeira vez que
se avanga numa hipotese baseada na interface imunolégica para explicar a

diversidade histoldgica desta doenca.
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6.3 O Microambiente Tumoral no Linfoma de Hodgkin C  lassico tem
Caracteristicas Particulares na Infancia

O LHc é uma doenca cuja a heterogeneidade histoldégica € marcante, a
comecar pelas células neoplasicas que podem exibir grande pleomorfismo num
mesmo tumor’®. A presenca de bandas colagenas, graus variaveis de fibrose e
diferencas morfolégicas no numero e tipo das células inflamatérias do
microambiente tumoral (linfécitos, eosindéfilos, neutréfilos, mastocitos, mondcitos,
plasmdécitos e macréfagos) séo caracteristicos desta neoplasia’.

Com a modernizacgao dos estudos imunohistoquimicos foi possivel o inicio
da categorizacao dos linfocitos T presentes no microambiente deste linfoma. O papel
funcional destas células inflamatérias ndo €& completamente entendido.
Especificamente, ndo esta claro se elas refletem uma resposta imunoldgica contra
as ceélulas tumorais e, neste caso, como as células H-RS evadiriam deste desafio
imune. Os linfécitos T citotoxicos e Thl sdo mediadores efetivos da imunidade anti-
tumoral, entretanto os linfécitos Th2 podem contribuir para o crescimento neoplasico
através da manutencdo de um microambiente tumoral imunossuprimido®. As células
H-RS expressam e secretam mediadores que atraem células Th2*® e Tregs para o
microambiente do LHc®* que poderiam potencialmente contribuir para
imunosupressédo local através da secrecdo de IL10 ou TGF[3, além das interagfes
por contato via CTLA4% %,

Atualmente, a carcinogénese é vista ndo mais como um fendmeno
apenas da célula tumoral, mas como um processo que acomete tecidos, uma vez
que o microambiente tumoral torna-se parte integrante deste processo?®. E dentro
desta concepcao o processo inflamatdrio possui papel decisivo por controlar ndo sé

0 numero e o tipo das células que compdem o infiltrado inflamatério (sejam elas
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células do sistema imune ou ndo, como os fibroblastos), como também a
angiogénese®®.

O microambiente tumoral no LHc tem sido considerado uma manifestacao
imune do hospedeiro as células neoplésicas’’. Baseado neste conceito, é importante
ter em mente que, até 0 momento, todos os estudos sobre 0 microambiente tumoral
no LHc foram realizados em adultos ou uma mistura de adolescentes e adultos.
Desta forma, ainda ndo estd estabelecido se criancas e adolescentes teriam
diferencas quanto as populacdes linfocitarias, em comparacdo aos adultos. Esta
questdo é pertinente, jA que existem diferencas imunoldgicas entre criancas e

adultos'**®

e estas diferencas poderiam determinar variagbes na resposta, néo
apenas contra as células H-RS, mas também contra o EBV nos casos associados a
este virus.

A comparacdo dos numeros de cada populacdo celular entre os estudos
publicados néo é possivel ja que diferentes metodologias sao utilizadas, como por
exemplo, percentual de células por mm?, nimero de células por mm? ou o ndimero
de células por um campo de grande aumento (40x)*" ** . Porém, ao se analisar as
frequéncias relativas das populacdes linfocitarias investigadas neste estudo e
comparar com a dos outros, € possivel afirmar que ndo existem diferencas
marcantes nas freqlencias das células Tregs (determinadas a partir da
imunoexpressao de FoxP3), células Thl (imunoexpressao de T-bet) e células Th2
(expressdo de C-maf) em relacdo ao observado no LHc do adulto. Schreck et al*®
encontraram, em consonancia com este estudo, similar freqiéncia de linfocitos
Tregs e Th2; maior numero de linfocitos Th2 em relagdo aos linfécitos Thl; e

linfécitos Thl em maior nimero do que os linfocitos T citotoxicos ativados (Granzima

B+). Neste estudo, encontramos diferencas na contagem absoluta das populagéao
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celulares em relagéo ao estudo de Schreck et al®®; porém, apesar de termos utilizado
0 mesmo programa para analise das populacgdes linfocitarias, ndo € possivel afirmar
se estas diferencas sdo secundarias a idade ou aos parametros de analise.

|l3

Por sua vez Tzankov et al™, utilizando também o parametro “linfocitos

/mm2n

na populacédo adulta, encontrou menor niumero de linfocitos Tregs em relacéo
a nossos achados em criancas (média de 42 linfécitos/mm? vs. 101,64
linfécitos/mm?, respectivamente). Porém, mais uma vez é possivel que estas
diferencas numéricas sejam devidas a metodologia de analise.

1*2. n6s observamos maior nimero de linfocitos

Em acordo com Alvaro et a
Tia-1+ em relacdo ao numero de linfécitos FoxP3+ e Granzima B+. Neste estudo,
entretando, o0 maior nimero de linfécitos FoxP3+ em relacdo ao numero de linfocitos
Granzima B+ foi semelhante ao mostrado por Kelley et al*®’.

Porém, dentro da populacao pediatrica analizada, € evidente a diminuicédo
do numero de células Thl, CD8 e B com o aumento da idade. Esta caracteristica
ndo parece ser secundaria a presenca do EBV j& que neste estudo néo foi
encontrada uma associacao entre este virus e 0s grupos etérios. As caracteristicas
observadas em relagdo as células Thl e CD8 e a idade, podem corresponder a
diferencas fisioldégicas do sistema imune entre criangas mais novas e criangas mais
velhas ou corresponder a diferencas na resposta imune frente ao desafio
imunoldgico deferido pelas células neoplasicas.

A contribuicdo quantitativa dos linfocitos B (CD20+) no microambiente
tumoral do LHc € pouco descrita tanto em adultos quanto em criancas. Esta
populacdo de linfocitos tem sido avaliada, sobretudo, em relacdo ao impacto

prognostico™'®. Neste grupo pediatrico, foi observada uma grande quantidade de

células infiltrantes CD3+ em comparagdo as células CD20+. Entretanto, ao se
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comparar as diversas populacdes de linfocitos T com a de linfocitos B, observa-se
que o numero de linfocitos B € maior do que o numero de linfocitos da cada
populacdo T individualmente (CD4+, Treg, Thl+, Th2+, CD8+ e citotoxicos). Esta
caracteristica € diferente da observada em adultos com LHc os quais exibem mais
linfécitos T CD4+ do que linfécitos B CD20+2%. Estas diferencas no microambiente
tumoral podem ser conseqiientes ao maior numero de linfécitos CD20+ em relagéo
ao numer de linfécito CD4+ observado no sangue periférico de criancas, quando
comparado ao de adultos'®*’; sugerindo que diferencas imunolégica entre os grupos
etarios poderiam influenciar a composicédo do microambiente tumoral.

No cancer coloretal, € bem reconhecido que 0s casos com maior numero
de linfécitos T no microambiente tumoral estdo associados a doenca menos
agressiva?®®?!%: porém, pouco se sabe a respeito do LHc. Neste estudo, elevado
namero de linfocitos T CD3+ foi associado com baixo estadiamento, indicando a
presenca de uma imunovigilancia mais efetiva. Grande namero de linfocitos T CD3+
foi também associado com a presenca de sintomas B. E possivel que, pelo menos
em parte, a febre seja consequente a producdo de citoquinas durante proliferacéo
das células T, como observado na mononucleose infecciosa, uma doenca
caracterizada pela proliferacdo de células T devido a primoinfeccdo com o EBV, e
associada a sintomas similares aos do LHc, como febre e fadiga, os quais séo

secundérios a producdo de citoquinas secretadas durante a fase expansiva das

células T%.
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6.4 O Virus Epstein-Barr Influencia as Caracteristi cas do
Microambiente Tumoral no LHc Pediatrico
Embora muitos estudos in vitro tenham mostrado que o EBV pode induzir

a maior producdo de citoquinas envolvidas na migracéo de células Treg’” #**

, heste
estudo ndo foram observadas diferencas no numero de linfécitos CD4+, FoxP3+ e
C-maf+ entre os casos EBV+ e EBV-. Ao contrario, foi visto um maior numero de
linfécitos CD8+, Tia-1+, Granzima B+ e T-bet+ (Th1) nos casos associados ao EBV.
Recentemente, Chetaille et al''*® descreveram a assinatura molecular dos casos de
LHc associados ao EBV, a qual é caracterizada por genes associados com a
resposta Thl e antiviral, validada agora pela primeira vez na populacéo pediatrica e
confirmando o recrutamento de ceélulas T citotoxicas potencialmente habeis em
exercer a resposta imune contra o EBV.

No gupo EBV+, os resultados de pior SLE nas criancas com maior
namero de linfocitos FoxP3+, razdo FoxP3/CD8 >1 e razdo FoxP3/Tia-1 >1 sugerem
que: 1) a resposta imune contra o EBV é mediada pelos linfécitos CD8+ e 2) os
linfécitos FoxP3+ estdo inibindo a resposta imune direcionada contra o EBV, como
mostrado em estudos in vitro®*?!3, Ainda nos casos EBV+, uma pior SLE associada
a presenca do granuloma e da razdo T-bet/C-maf >1 sugere que a resposta nao
mediada pelos linfécitos CD8+ seria ineficiente em destruir as células H-RS EBV+.

O prognostico favoravel do EBV observado neste grupo, contrariamente
ao prognostico desfavoravel relatado nos casos adultos, ndo da suporte a hipétese
que o EBV exerceria um papel chave no escape imune em criangas com LHc

associado a este virus!® 214215200, 216-217

11-12

Como nos adultos™ ™, 0 excesso de células citotoxicas neste grupo de

LHc EBV-negativo foi independentemente associado a pior SLE e uma tendéncia de
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melhor SLE foi observada nos casos com balanco entre os linfécitos FoxP3+/C-maf+
>1 (p= 0,096, Log-rank). Estes resultados estdo em concordancia com o modelo
classico recentemente emergido dos estudos feitos em adultos com LHc, no qual as
células Tregs seriam capazes de exercer resposta imune contra as células H-RS e
as células T CD8+ geradas contra as células neoplasicas seriam incapazes de
exercer a resposta imune por serem induzidas a um estado tolerogénico, apesar de
proliferarem em resposta aos antigenos tumorais®*2%9.

Baseada na descricdo de que células Tregs poderiam exercer
citotoxicidade®®, foi realizada a investigacdo deste grupo de células no
microambiente tumoral do LHc pediatrico. Apenas um pequeno namero de criangas
exibiram células FoxP3+/Granzima B+, confirmando a existéncia da populacédo de
células Tregs expressando Granzima B,; estas células estiveram presentes,
sobretudo, nos casos com grande numero de células T CD4+. A explicacdo mais
plausivel € que a presenca desta pequena populacdo no microambiente tumoral seja
uma conseqiiéncia do maior influxo de células CD4+ para o microambiente. E

possivel, entretanto, que as células Tregs citotoxicas recrutadas para o

microambiente tumoral do LHc tenham um fendtipo distinto, ainda ndo descrito.

6.5 O Estatus Proliferativo das Células Benignas do Microambiente
Tumoral Influencia a Sobrevida no Linfoma de Hodgki n Classico Pediatrico

Pela primeira vez na literatura, o indice de proliferacdo celular dos
linfécitos benignos foi avaliado no microabiente tumoral do LHc. Foi observado
associcdo entre um grande numero destes linfocitos Ki67+ e diversas populacdes
linfocitarias estudadas (FoxP3+, CD8+, Tia-1+, Granzima B+, T-bet+ e C-maf+),

sugerindo que estas populacdes linfocitarias além de serem recrutadas da periferia,
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sdo capazes de proliferar, provavelmente em resposta a algum estimulo antigeno-
dependente ou indepentende. Nao estd definido se estes linfocitos teriam a
capacidade de exercer alguma resposta imune anti-tumor.

O fato dos casos com grande numero de linfocitos benignos Ki67+
estarem associados a um prognostico desfavoravel, faz-nos hipotetizar que parte
destes linfécitos Ki67+ ndo sdo capazes de destruir as células tumorais e devam ser
Tia-1+ e/lou Granzima B+ (popula¢cdes celulares implicadas no pior progndéstico do
LHc, tanto neste estudo como em outros'®*% 2°7),

E provavel que estes linfocitos proliferantes sejam os responsaveis pela
positividade da tomografia por emissdo de pdsitrons utilizando fluorodeoxiglicose, a
qual esta associada a um prognostico desfavoravel no LHc, quando presente apoés 2
ciclos de ABVD??*?®, Um significado biolégico definitivo destes achados necessita

de uma descricdo mais aprofundada em relacdo ao imunofendtipo destas células

proliferantes e seu estatus funcional.

6.6 A Combinacdo de Variaveis do Hospedeiro e do Tu  mor Prediz o
Prognostico no LHc Pediatrico

O LHc é uma doenca que afeta tipicamente criancas e adultos jovens,
com mais de 80% dos pacientes sendo curados com a poliquimioterapia atual®®.
Uma das consequéncias desta alta taxa de cura € que uma fragdo dos pacientes
irdo receber um excesso de tratamento antineopldsico quimio-radioterapico,
resultando nos efeitos tardios ja bem descritos para esta doenga®>%%°,
Entretanto, com a intensidade do tratamento atual, os fatores

progndsticos estdo tendendo a desaparecer®. Desta forma, a procura por novos

fatores progndsticos, sobretudo aqueles ndo relacionados apenas as caracteristicas
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do tumor, mas também associados as caracteristicas do hospedeiro, é essencial
para se determinar quais pacientes poderiam ter a intensidade do tratamento
diminuida, assim como identificar um grupo de pacientes que necessitaria ter o
tratamento intensificado.

Neste estudo, foi identificado que o excesso de linfécitos Granzima B+ no
microambiente tumoral (variavel associada ao hospedeiro) e a doenca extranodal
(variavel associada ao tumor) possuem valor independente na predi¢cdo da recaida
nas criangcas com LHc. O agrupamento destas variaveis num score prognostico foi
capaz de mostrar 3 grupos distintos com sobrevidas marcadamente diversas. O
tamanho amostral em cada um dos grupos prognosticos obtidos confere poder
estatistico aos resultados mostrados e permite que este escore seja utilizado em
estudos prospectivos a fim de ser validado.

Um aspecto importante deste escore proposto é que ele esta constituido
por variaveis facilmente obtidas por clinicos (avaliacdo da doenca extranodal) e
patologistas (nimero de linfcitos Granzima B+ /mm?), tornando-o potencialmete Util
nos centros de tratamento oncolégico onde métodos caros de estratificacdo, como a
da tomografia por emissdo de pdsitrons utilizando fluorodeoxiglicose, ndo estao

disponiveis.

6.7 O Microambiente Tumoral do Linfoma de Hodgkin C  lassico esta
Associado a Caracteristicas Relativas a Funcionalid ade do Ciclo Celular e
Apoptose das Células Neoplésicas

A imunohistoquimica tem sido considerada uma técnica “padrdo ouro” na
investigacdo da expressdo de proteinas no LHc devido ao pequeno numero de

células neoplasicas presente nesta neoplasia. Apesar das linhagens celulares
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provenientes das céulas de Hodgkin e Reed-Sternberg serem o0 Unico modelo
experimental disponivel atualmente, elas nao representam a doenca em sua
totalidade, uma vez que estas células sdo provenientes de pacientes com
estadiamento IV (infiltracdo neoplasica da medula dssea, liquido ascitico ou pleural),
sdo todas EBV-negativas e, mais importante, perderam uma das principais
caracteristicas das células H-RS que é a sua dependéncia do microambiente
tumoral. Estas caracteristicas reforcam a necessidade de se testar as hipéteses
surgidas em estudos in vitro, numa série uniforme de casos de LHc.

Neste estudo, foi avaliada a possibilidade de um *“cross-talk” entre as
células H-RS e as células do sistema imune, tendo como foco algumas
caracteristicas do ciclo celular das células neoplasicas. Para este estudo, foram
escolhidos p21, p53, Bcl2 e Ki67 porque a imunoexpressao destas proteinas tem

sido extensivamente estudada no LHc, possibilitando melhores comparacdes®? & >

6. 83 227 glém de estarem associados a grupos de doenca agressivamente
distintos*®°.

Foi identificado pela primeira vez na literatura que o maior numero de
células multinucleadas (NMN) em relacdo as células unicleadas (NUN) pode estar
influenciado pelo estatus funcional das vias de p2l1 e p53. Neste e em outros
trabalhos foi visto que as células H-RS expressam marcadores de proliferacédo
celular (como Ki67), porém, ndo héa correlacdo entre o nivel de expressdo destes e o

nimero de células tumorais®® °’

, sugerindo que a inducao da replicagdo do DNA
esta desacoplada da divisdo celular. De fato, sabe-se que a multinucleacdo e
poliploidia das células H-RS é devida a parada mitdtica seguida por defeitos na
citocinese e/ou endoreduplicacdo do material genético, assim como estadios

mitéticos abortivos e defeitos na passagem de metafase para anafase’® 22522,
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Estudos de expressao génica mostraram que o LHc é caracterizado por um aumento
da expresséo de genes envolvidos nos “checkpoints” G1/S e G2/M do ciclo celular, o
que define “assinaturas” associadas com uma resposta desfavoravel a terapia®’ 2.

O checkpoint mitético € um conjunto de processos e moléculas
responsaveis por: (i) o controle da entrada em mitose, apds a célula replicar o seu
material genético na fase S; e (ii) o controle da segregacdo dos cromossomos; etapa
que ocorre quando o material genético e o aparelho microtubular mitético (fuso)
encontram-se integros. Nas células normais, alteracdes tanto no material genético
quanto na estrutura ou funcionalidade do fuso tém como consequéncia o envio para
a morte celular na fase G2/M ou na transicdo da mitose (catastrofe mitética),
evitando a proliferacdo de células anormais. Qualquer modificacdo nos pontos de
controle mitotico que permita a continuacdo do processo pode originar uma ma
segregacao dos cromossomos, levando a aneuploidia ou a duplicacdo massiva do
nimero cromossdmico o que causa a poliploidia®®?3'. O envolvimento de p53 no
checkpoint G2/M é controverso, e no LHc ainda ndo existem estudos extensivos
sobre este tema. Uma hipétese surgida a partir dos resultados deste trabalho é que
as células neoplasicas, a despeito de realizarem uma normal duplicacdo do DNA,
fazem uma citocinese errbnea e sdo incapazes de sofrer apoptose, estando isto
mediado, ao menos em parte pelo p53. A funcionalidade da via de p53 observada
nos casos com mais células NMN do que NUN, assim como a associagao entre a
positividade de Bcl2 e o maior nimero de células NMN pode sugerir um papel
diferencial do p53 neste processo.

Como um importante cofator em 30 a 80% dos casos de LHc, o EBV é
extensivamente investigado em sua capacidade de influenciar o ciclo celular e a

desregulacéo da apoptose. Os casos de LHc associados ao EBV séo caracterizados
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pela super expressdao de STAT1l e STAT3, e baixa expressdo de p52, Hdm2,
p27,ciclina E, CDK6 e bcl-xI°”®, Liu et al mostraram recentemente que 0s casos de
LHc associados ao EBV expressavam significativamente menos p212*. Entretando,
ndo ha referéncia neste estudo quanto aos critérios morfolégicos e
imunohistoquimicos utilizados na analise. Nesta série de casos pediatricos, néo foi
observada qualquer associacdo entre a expressdo de p2l e a associacdo das
células neoplasicas com o EBV, em concordancia com varios outros estudos em LH
do adu|t067-68, 233-234'

De maneira contraria ao esperado, neste estudo o numero de células H-
RS em mitose/10CGA esteve diretamente associado a expressao de p2l e a
funcionalidade da via de p53 nas células H-RS néo em divisdo. O maior numero de
mitoses ndo esteve associado nem ao numero total de células H-RS, nem ao nivel
de expressado de Ki67. Na maioria dos modelos celulares, p21 foi identificado como
um inibidor das ciclinas dependents de cinases (CDK), como o principal mediador do
crescimento celular induzido por p53 e também como um marcador de senescéncia
celular®. Entretanto, sabe-se que os efeitos de p21 sdo dependentes da
concentracdo subcelular desta proteina, com altos niveis de p21 exercendo um
efeito inibitério, enquanto que baixos niveis podem aumentar a atividade de
CDK4/6%%. Paradoxicamente, altos niveis de expressdo de p21 foram associados a
uma protecdo contra a apoptose, mediada ou ndo por p53, em estudos in vitro e in
vivo?®. Estes efeitos ainda ndo foram bem definidos no LHc e, visto que a taxa de
proliferacéo e apoptose sédo fendmenos interligados de maneira complexa no LHc, é
possivel que a expressdo de p21 (>50%) observada nos casos com grande numero
de células neopldsicas em mitose ndo deva ser interpretada como uma relagcédo

causal unidirecional. Se p53 encontra-se envolvido em diferentes momentos do ciclo
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celular, como parecem indicar os dados anteriores, as evidéncias de ativacao da via
de p53 poderiam estar indicando um engajamento na inducdo da apoptose nas
células H-RS, em que p21 exerceria um efeito modulador, explicando a auséncia de
associacado entre um alto numero de mitoses /10CGA e um alto niumero de células
H-RS/10CGA. De fato, dos 7/8 casos (87,5%) com positividade de p21,
funcionalidade da via de p53 e >10 mitoses/I0CGA, eram Bax-positivo
(imunoexpressdo de Bax >10% das células H-RS, dado ndo mostrado. Vide anexo
VII).

Ainda uma segunda hipétese é que ambas caracteristicas (expressao de
p21 e mitose) estejam reguladas por um estimulo comum, e a associa¢ao observada
seja uma co-variacdo, por exemplo da concentracdo de TGF[( (principal indutor de
p21 independente de p53) no microambiente (vide discussao abaixo).

No momento, ndao temos uma explicacdo definitiva para a associacao
entre a expressédo de p21 e o IPC, pondo de relevo a questdo de que os papéis de
p53 e p21 no ciclo celular do LHc ndo estdao completamente entendidos.

Neste estudo, foi visto que um grande numero de linfocitos Tregs foi
associado independentemente com a funcionalidade da vida de p53 nas células H-

RS. As células Tregs sdo capazes de expressar TGFR™" 2%

e esta citoquina tem
importante acédo na regulagéo do ciclo celular. Muitos estudos mostraram que TGF(3
pode inibir a proliferacdo celular pela regulacdo de p21 e ciclina A?%2%,
Recentmente, foi demonstrado que a desfosforilagdo de p53 induzida por TGF[3 esta
associada com a ativagdo de caspase 3, ativacdo (e deslocamento citosélico) de p21
e p27, resultando na diminuigdo da expressao de Cdks e ciclinas. Ainda, p53 parece

mediar a apoptose induzida por TGFp, posteriormente a via de pRb/E2F-1?*°. Desta

forma, € possivel que a funcionalidade da via de p53 (avaliada neste estudo pela
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expressdo combinada de p21 e p53) em parte das células H-RS seja influenciada
pela células Tregs do microambiente tumoral.

Por outro lado, os casos com grande namero de células Tregs estiveram
também associados a positividade de Bcl2. As células Tregs secretam IL10 e esta IL

3157

é capaz de induzir a ativacdo de STAT3’ e Bcl2'?'. Sabe-se que o fenétipo pré-

apoptotico ou anti-apoptotico das células H-RS é secundario ao balanco entre as

cascatas de sinais pré-apoptéticos e anti-apoptéticos®* 242

e a nossa hipotese é de
que os linfocitos do microambiente tumoral devam infuenciar este balanco.

Um acumulo de células B foi também observado nos casos com a
funcionalidade da via de p53. Assim como as células Tregs, os linfécitos B séo

capazes de secretar TGFp***2>*

e talvez estes linfocitos devam exercer alguma
influéncia na maquinaria celular das células H-RS.

Na andlise por agrupamentos hierarquicos, 0 0s casos associados ao
EBV se agruparam com as variaveis associadas a um maior nimero de células
citotdxicas e Thl, como provado nas analises estatisticas e confirmando os achados
de Chetaille et al'®®. Este mesmo grupo de casos EBV+ se agrupou com
caracteristicas de funcionalidade da via de p53 e fenotipo pré-apoptoético, podendo
este grupo ser o representante de uma doenca menos agressiva e com melhor
resposta ao tratamento®?.

Ao contrario do que mostrado previamente em outro estudo com a
populacdo adulta®®, e evidenciado na nossa anélise por agrupamentos hierarquicos,
foi observada uma associacdo entre grande numero de linfécitos Granzima B+ e a
positividade de Bcl2. Esta associacdo € independente do estatus do EBV e em

nosso modelo, contribui para um maior niumero de células neoplasicas em 10CGA.

Os mecanismos bioldgicos subjacentes a esta associacdo sao desconhecidos.
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6.8 As Caracteristicas do Microambiente do Linfoma de Hodgkin
Classico Pediatrico Podem ser Influenciadas pelos P olimorfismos da Regiéao
Promotora da IL10

A IL10 é uma importante citocina pleotrépica cuja funcdo supressora no

8 é bem

microambiente tumoral do LHc® e reguladora do processo inflamatério™
estabelecida. Visto a importancia dos fendmenos inflamatorios na patogénese do
LHc, manifestado no seu perfil sistémico de citocinas assim como no microambiente
celular, é possivel hipotetizar que diferencas genéticas na producéo da IL10 possam
influenciar as caracteristicas histologicas e imunofenotipicas do LHc.

A interpretacdo dos nossos resultados neste sistema tumoral precisa ser
feita baseada na relacéo entre 0 SNP e a producao da proteina IL-10. Variaces de
até dez vezes na producéo da referida proteina foram encontradas de acordo com
as variantes de alta e baixa expressdo no SNP -108213 139141, 144 ‘£ nrovavel que a
inducéo da producédo de IL10 por este SNP seja devido as diversas sequéncias de
ligacdo a fatores de transcricao localizadas no promotor da IL10. Mais precisamente,
dois sitios de ligacdo a NF-kB e sitios STAT3, adjacentes ou sobrepondo-se aos
sitios NF-kB, 0s quais se encontram localizados imediatamente acima do
microssatélite 1L10.G. e do SNP-1082, podem estar envolvidos na regulacéo
autdcrina desta interleucina®®,

Apesar de algumas controvérias na literatura em relacdo a expressao de
IL10 de acordo com os diferentes gendtipos, especialmente devido aos modelos

147-149

experimentais e tipo de ativagéo , 0 gendtipo -1082GG € considerado na

maioria dos trabalhos como de alta expressdo 3> 139 142-145
Por outro lado, as variantes polimérficas parecem afetar a expressao do

mRNA de IL10 dependendo da linhagem celular analisada**® **’. O ponto relevante
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nesta questdo é que a regulacdo de IL10 apresenta diferencas com relacdo aos
tipos celulares (células T, células B, macréfagos) e com relacdo aos diferentes
estimulos, e que o l6cus em questao ou elementos em desequilibrio de ligacdo com
ele podem ser afetados por essas diferencas.

Apesar de ndo termos feito ensaios de quantificacdo de IL10 em relacéo
aos polimorfismos, parece-nos mais plausivel que, neste estudo, seja assumido um
modelo em que o genotipo -1082GG € considerados de alta producao de IL10, -

1082GA de producdo intermediaria e -1082AA de baixa producao®*

. Quanto aos
haplétipos, GCC foi considerado como de alta producdo, ACC de producao
intermediaria e ATA de baixa producao™*,

Nesta série de casos, a EN grau Il e a EN de alto risco estiveram
associadas ao haplétipo GCC. Caracteristicamente, a EN grau Il e a EN alto risco
apresentam maior quantidade de esclerose e fibrose, em relacdo a EN grau | e de
baixo risco®* *. Resultados recentes apontam para a alta produc&o “crénica” da IL10
como um fator responsavel diretamente pela fibrose, devido a hiperexpressao de
CCR2 e seu ligante CCL2%**2?* ou indiretemente através da polarizacdo dos
macrofagos para o fenétipo M2 (CD163+), o qual produz grandes quantidades de

247248 E possivel que o

TGFB, uma citocina sabidamente fibro-esclerogénica
haplétipo de alta producéo da IL10 (GCC) contribua no grau de fibrose/esclerose do
microambiente tumoral, influenciando desta forma no grau e risco da EN.

A presenca do padrédo interfolicular esteve associada ao genotipo de alta
producédo de IL10 -1082GG; ressalta-se que 11/12 (91,7%) dos pacientes com este
padrdao possuiam o haplotipo GCC. O padrdo interfolicular, como dito, €

caracterizado pela presenca de frequentes foliculos residuais com centros

germinativos e infiltrado tumoral interfolicular ou presenca de hiperplasia folicular
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extensiva com infiltrado tumoral interfolicular’. Como a IL10 induz a expressdo de
Bcl2 nos linfocitos B do centro germinativo, além de estimular a proliferacdo, a
diferenciacdo e o “switching” isotipico de imunoglobulina destas células™®, é
possivel que a alta producdo de IL10 (representada pelo gendtipo -1082GG)
contribua para a manutencao dos foliculos com centros germinativos.

Apoia esta hipétese um trabalho recente de Calvo et al**°

que mostra que
0s niveis da proteina IL10 é maior no microambiente da hiperplasia folicular reativa
do que no linfoma folicular. Como o padrao interfolicular no LHc é caracterizado pela
hiperplasia folicular, um processo reacional benigno similar a hiperplasia folicular
reativa estudada por Calvo et al**°; associada a presenca de células H-RS na regido
interfolicular, é provavel que as altas concentracdes de IL10 no microambiente seja

de fato a responsavel por esta caracteristica histolégica.

6.9 Os polimorfismos da Regido Promotora de IL10 Po  deriam
Influenciar a Composicdo Linfocitaria do Microambie nte Tumoral no LHc
Pediatrico

Neste estudo, uma clara diferenca no nimero de linfécitos Th2 pdde ser
observada quanto a constituicdo genética dos pacientes. Os casos com SNPs
associados a alta producdo de IL10 (genotipos -1082GG e -592CC e o haplotipo
GCC) estiveram associados ao menor numero de linfécitos Th2. Por outro lado, os
casos com SNPs associados a baixa producédo de IL10 (gendtipos -1082AA, -592AA
e o haplétipo ATA) apresentaram maior namero destes linfécitos. A IL10 é
caracterizada por inibir fortemente ndo sé a producéo e a proliferacdo dos linfocitos

T CD4+ Thl e Th2'?> 25051 ' como também a producéo de IL2, IFN-y, IL4, IL5 e TNF-

a8 223 galienta-se que as células apresentadoras de antigenos sdo o principal
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efetor da imuno-inibicdo mediada pela IL10, acarretando na parada de producéo, por
estas células, das citoquinas do tipo Thl (IL2 e IFN-y) e Th2 (IL4 e IL5)**. Desta
forma, os gendtipos e haplétipo associados a alta producdo de IL10 poderiam
influenciar negativamente no numero dos linfécitos Th2 do microambiente tumoral,
conforme observado neste estudo.

Em contraste, a IL10 pode ter efeitos estimulatorios nos linfécitos T CD8+,
induzindo seu recrutamento, atividade citotéxica e proliferacdo™® %*°, o que
explicaria nossos achados de maior numero de linfécitos T CD8+ e citotoxicos (Tia-
1+) nos casos com o0 genotipo -592CC (alta producdo de IL10) e menor nimero de
linfécitos T citotoxicos (Tia-1+) nos casos com haplétipo ATA (baixa producdo de
IL10).

Um maior nimero de linfécitos Tregs (FoxP3+) foi observado no
microambiente de casos portadores de variantes de alta producéo de I1L10: -1082GG
(representado pelo balanco FoxP3+/C-maf+ a favor das células Tregs) e -592CC
(representado pelo maior niamero absoluto das células Tregs, além do balanco
FoxP3+/C-maf+ a favor das células Tregs). Um maior nimero de células Tregs foi
também observado nos casos com o haplotipo GCC (alta producédo de IL10). Por
outro lado, o numero de células Tregs esteve diminuido nos casos com 0 genotipo
de baixa producéo de IL10: -1082AA (representado pelo balanco FoxP3+/T-bet+ a
favor das células Thl, e balanco FoxP3+/C-maf+ a favor das células Th2). O
haplétipo ATA (baixa producéo de 1L10) também esteve associado ao menor nimero
absoluto de linfocitos Tregs, aléem de estar associado ao balanco FoxP3+/C-maf+ a
favor das células Th2.

Além do efeito principal adscrito a posi¢cao -1082 na definicdo dos niveis

de expressao génica, o fato das variantes polimorficas da posi¢cdo -592 envolverem
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um sitio de ligacdo de STAT3 no promotor da IL10 poderia explicar o efeito
diferencial desta posicdo em relacdo as sub-populacdes do microambiente, dada a
importancia desta molécula na biologia linfocitaria e na célula tumoral®>®%8,

A IL10 é capaz é de induzir as células dendriticas a um estado
tolerogénco, levando-as a adquirir a capacidade de secretar TGFf e IL10%°*. Este
ambiente € propicio para o desenvolvimento das células Tregs na periferia, uma vez
que a presenca de TGF[ é requerida para a conversao dos linfocitos T CD4+CD25-
virgens em linfécitos T CD4+CD25+, através da inducéo de expresséo de FoxP3%*,
um fendmeno j& bem descrito na literatura®®?%*. As células de H-RS sdo capazes de

secretar 1L10%" 262

(e como parte do “self” estdo também sob efeito dos SNPs de
IL10), além de poderem secretar TGFBY, reforcando um “loop” em que altas
concentragdes de IL10 no microambiente podem estar associadas ao maior nimero
de células Tregs observadas neste estudo.

Desta forma, as células neoplasicas poderiam ser as iniciadoras da
cascata IL10-imuno-mediada que contribuiria para um maior numero de linfocitos
Tregs. Soma-se a este cenario, a capacidade das células H-RS de induzir o
aumento do numero células Tregs (CD4+CD25+FoxP3+) no microambiente
tumoral*® % 213 propiciando que mais células apresentadoras de antigeno
(sobretudo as células dendriticas) sejam induzidas a um estado tolerogénico,
amplificando assim a cascata IL10-imuno-mediada. A galectina 1 (Gall), por
exemplo, uma proteina ligadora de glicano super-expressa pelas células, favorece a
secrecdo de citoquinas do tipo Th2 e a expansdo de células Treg®®. Ndo se sabe

ainda se alguma populacdo das células Tregs naturais (originadas no timo) séo

atraidas ao microambiente tumoral pela Gall, quais células do microambiente
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tumoral sdo induzidas ao fenoétipo regulatério (CD4+CD25+FoxP3+) e se estas
células regulatérios (induzidas pela galectina) s&o ou nao linfocitos Th31%® 2>4,
Apoiados nestas idéias, e como este € o primeiro trabalho na literatura a
ter como hipdétese que a constituicdo genética do individuo pode influenciar as
caracteristicas locais do tumor, e a demonstrar uma influéncia dos polimorfismos de
IL10 na composicdo do microambiente tumoral no LHc, realizamos um exercicio
intelectual para modelar as possiveis interacdes celulares mediadas pela IL10 no
microambiente tumoral do linfoma de Hodgkin, baseado na idéia de uma cascata

ciclica imunomodulatéria que culmina com o aumento do numero de linfécitos Tregs

e CD8+, aléem da diminuicdo do namero de linfécitos Thl e Th2 (Figura 6.1).
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Figura 6.1: Modelo de interacao entre os polimorfimos da regido proximal de IL10 e os linfocitos do microambiente tumoral no linfoma de Hodgkin classico.
As células neoplasicas secretariam TGF( e IL10 (em quantidades proporcionais ao tipo SNP da regido proximal de IL10). A IL10 atuaria sobre as células
apresentadoras de antigenos (APC), sobretudo nas céulas dendriticas, levando-as a um estado tolerogénico. Neste estado, estas células secretariam IL10
(em quantidades proporcionais ao tipo de SNP da regido proximal da IL10) e TGFB (que por mecanismo autocrino induziria mais secrecgdo de IL10). As
células APC tolerogénicas perderiam a capacidade de produzir citocinas e ativar os linfécitos Thl e Th2. A IL10 no microambiente atuaria inibindo a
proliferacdo dos linfocitos Thl e Th2, induziria mais células APC ao estado tolerogénico, além de induzir a proliferacdo dos linfécitos T CD8+. O TGF( no
microambiente tumoral induziria os linfécitos T CD4+CD25- virgens a se diferenciarem em linfocitos Tregs CD4+CD25+FoxP3. A galectina 1 secretada pelas
células neoplasicas contribuiria para o aumento do nimero de linfécitos Tregs CD4+CD25+FoxP3, sendo desconhecido quais células seriam induzidas a
este fendtipo.
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6.10 Os polimorfismos do Gene CTLA-4 Poderiam Influ  enciar as
Caracteristicas Tumorais e do Microambiente Tumoral no Linfoma de Hodgkin
Classico Pediatrico

O CTLA-4 tem sido estabelecido com um importante regulador negativo
da funcéo e proliferacédo das células T, através de multiplos mecanismos, como a
diminuicdo da producéo de IL2 e de seu receptor, assim como a parada das células
T na fase G1 do ciclo celular®®,

Esta bem estabelecido que alguns polimorfismos destes genes sao
funcionais, modificando a capacidade de interagéo e/ou secrecéo desta proteina®3.
O SNP +49 A> G (rs231775) é o unico polimorfismo ndo sinbnimo de CTLA4, que
causa a substituicdo do aminoacido 17Ala por 17Thr na sequéncia lider da proteina,
tendo como consequéncia um aumento significativo na eficiéncia de interacdo entre
CTLA4 e seus receptores na variante 17Thr'®. O alelo +49G, em relacdo ao alelo
+49A, é caracterizado por ter um RNA mensageiro menos eficiente, acarretando na

menor expressdo da proteina CTLA-4%°

, enquanto o alelo CT60G é associado a
menor secrecdo da proteina CTLA-4'%°. Desta forma, é possivel caracterizar os
alelos +49G e CT60G, os gendtipos +49GG e CT60GG, e o haplétipo +49G/CT60G
(Haplétipo 4 neste trabalho) como tendo baixo poder inibitério. Por outro lado, os
alelos +49A e CT60A, gendtipos +49AA e CT60AA, e haplétipos +49A/CT60A
(Haplétipo 1) como sendo de alto poder inibitério.

O modelo comprovado na associagdo destas variantes com doencas
autoimunes é que variantes de baixo poder inibitério estdo associadas a um risco
maior de desenvolver este tipo de doenca, devido a sua menor capacidade de

suprimir a proliferacdo e ativagcdo T. Por sua vez, genétipos de alta producédo de

CTLA4 mostraram proteger contra doenca autoimmune'™®. A situacdo inversa é
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proposta para o cancer, no qual os polimorfismos de alto poder inibitorio
influenciariam negativamente a vigilancia e imunidade antitumoral 36174,

Nesta série de casos, e contrario ao modelo postulado para o papel dos
polimorfismos no cancer, foi observado em termos gerais que tanto o perfil clinico-
biolégico quanto a resposta clinica do LHc foram associados a um modelo de
imunosupressao como fator patogénico, mais similar ao observado nas doencas
autoimunes.

Foi observado um maior indice de proliferacdo das células H-RS nos
casos portadores de alelos e genotipo de baixo poder inibitério (CT60GG). Esta
associacdo foi especifica para a posicdo CT60G em homozigose, ndo sendo
verificada em relacédo ao haplétipo 4, indicando que o efeito mediado pelo CT60G é
recessivo, e pode ter relagcdo com efeito de dose da isoforma solivel sCTLA4 no
microambiente (supressao local), menor expressdo de CTLA4 pelas células Tregs
(acdo inibitoria direta célula-célula), ou diferencas na composi¢do do microambiente
tumoral (modificagdo do “cross-talk” entre linfécitos do microambiente tumoral e
células neoplasicas). Em qualquer dos casos, é possivel que o efeito seja devido a
menor inibicdo de uma populacédo que controla a proliferacéo das células H-RS.

Em relacdo ao niumero de algumas populacdes T e os SNPs estudados,
foi possivel observar um efeito dual. Os SNPs de alto poder inibitério (representados
pelo alelo CT60A e hapldtipo +49A/CT60A) estiveram associados a um maior
namero de linfocitos T CD4+, enquanto os SNPs de baixo poder inibitorio
(representados pelo alelo CT60G e gendtipo CT60GG) estavam relacionados ao
maior numero de linfécitos T CD8+ e FoxP3+.

Isto poderia apontar para diferencas no papel de CTLA4 em cada

subpopulacdo no microambiente. Por exemplo, na populacdo CD4+, o papel de
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CTLA4 no microambiente poderia ndo ser tdo relevante em relacdo a inibicdo da
ativacdo e proliferacdo T, quanto aos efeitos na diferenciacdo ou polarizacdo da
resposta. De fato, uma analise mais detalhada da populacdo T CD4+ evidenciou que
o aumento do numero de linfécitos T CD4+ nos portadores de SNPs de alto poder
inibitério foi secundario ao aumento do numero de linfocitos Th2 (C-maf+). Ja o
namero de linfocitos Thl (T-bet+) foi menor nos casos com os SNPs de alto poder
inibitério. O CTLA4 é capaz de induzir a super expressdo de indolamina 2,3-
dioxigenase (IDO) pelas células apresentadoras de antigeno, uma enzima que atua

T3, Estudos tém

na quebra do triptofano, resultando na inibicdo da ativacao
mostrado que a expressdo de IDO pelas células apresentadoras de antigeno é
responsavel pela diminuicdo no namero de linfocitos Thl e aumento no niumero de
linfécitos Th22°42%° o que poderia explicar os resultados encontrados neste estudo.

Por sua vez, as variantes genéticas de CTLA4 de alto poder inibitorio
estiveram associadas a um menor namero de linfécitos T CD8+, sugerindo que esta
subpopulacdo, sua proliferagdo ou ativacdo, é alvo dos efeitos inibitérios de
subpopulacdes que expressam CTLA4 ou sua isoforma solivel em altos niveis'®
169.

A situacdo das células Treg infiltrantes, que expressam CTLA4
constitutivamente, e que sdo apontadas como as células que mediam os efeitos
antitumorais no LHc em adultos, é mais complexa. Os resultados observados em
estudos de correlacdo entre genétipos de CTLA4 e tamanho da populagédo Treg na
periferia sdo controversos. Um estudo prévio mostrou a associagdo entre o genétipo
CT60AA e um numero maior de linfocitos Tregs na periferia, enquanto que o nimero

de Tregs nao foi afetado pelo estatus do genétipo +49%%’. Por outro lado, um estudo

com criancas saudaveis mostrou que o numero de linfécitos Tregs na periferia foi
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maior nos casos com 0 genotipo +49AA do que nos casos com 0 gendtipo
+49GG?*®, Em conjunto, estes estudos mostram que, na periferia, e em condicdes
“homeostaticas”, os genodtipos de alto poder inibitorio (CT60AA e +49AA) podem
influenciar no tamanho do “pool” de células Tregs.

Entretanto, os resultados de estudos funcionais a partir de sangue
periférico apOs estimulacdo ex vivo, mostram que o0 numero de linfécitos
ativados/reguladores aumenta em amostras de individuos com genotipos de baixo
poder inibitério™3 1%,

Neste estudo, um menor numero de linfécitos Tregs (FoxP3+) nos
pacientes portadores de variantes CTLA4 de alto poder inibitorio sugere que seria 0
estado de ativacdo das células Treg do microambiente tumoral, e sua capacidade
proliferativa o que estaria sendo influenciado pelos polimorfismos de CTLA4. Assim,
a influencia genética na resposta ao desafio imune levaria, ao final, a diferencas no
namero do linfécitos Tregs. Os polimorfimos do gene CTLA4 também poderiam
contribuir para esta diferenga numérica influenciando os mecanismos celulares de
diferenciacdo dos linfocitos Tregs e/ou o tamanho do “pool” de células imunes
envolvidas na diferencigdo dos linfocitos Tregs. Estudos analisando a relagdo dos
polimorfismos de CTLA4 com o numero e estado de ativacdo dos linfécitos Treg na
periferia vs. 0 microambiente em pacientes com canceres hematopoiéticos e nao
hematopoiéticos ndo existem até o momento e podem ser muito importantes para
entender os modelos de resposta imune antitumoral nos distintos tipos de cancer,

dada a importancia do CTLA4 nas atuais estratégias imunoterapicas.
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6.11 Os Polimorfismos do Gene CTLA-4 estdo Relacion adas a
Resposta Terapéutica no Linfoma de Hodgkin Classico Pediatrico

Uma melhor SLE foi observada nos casos com genétipo +49AA, de alto
poder inibitério. Ao contrario, as criancas portadoras do haplotipo +49G/CT60G
tiveram uma pior SLE. Estas caracteristicas mantiveram significancia progndéstica na
regressao de Cox. Em um modelo direto de acédo antitumoral das células T ativadas,
seria de se esperar que um melhor progndstico clinico estivesse determinado por
variantes genéticas com maior capacidade antitumoral (baixo poder inibitorio). Isto
de fato foi observado em um modelo de cancer epitelial, em que o gendtipo +49 AA
(alto poder inibitério) foi associado a uma sobrevida mais curta (p= 0,003)*°. De
maneira contraria, no grupo de pacientes deste estudo, as variantes de alto e baixo
poder inibitério foram correlacionadas com uma melhor e pior sobrevida,
respectivamente, pondo em questdo as diferencas existentes entre os tumores
sélidos e os canceres hematopoiéticos.

No microambiente dos casos de LHc pediatrico estudados aqui, as
variantes de baixo poder inibitério foram correlacionadas com um maior nimero de
linfécitos Tregs. Casos com maior numero destes linfocitos, quando associados ao
EBV, exibiram uma pior SLE. Ressalta-se que houve uma grande diferenca na SLE
em relacdo as variantes genéticas de CTLA4 quanto ao estatus de associacdo com
o EBV. No grupo EBV+, tiveram melhor SLE os casos com 0 gendtipo +49AA e
haplotipo +49A/CT60A, enquanto nos casos EBV- ndo houve diferencas na SLE.

Estes resultados ap6iam um modelo biolégico no qual os linfocitos
FoxP3+ poderiam estar inibindo a resposta imune direcionada contra o EBV,

212-213

mostrada previamente em estudos in vitro Desta forma, caracteristicas
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genéticas que favoreceriam um menor numero de linfécitos Tregs contribuiriam para
uma melhor SLE, nos casos EBV+.

E importante destacar que provavelmente este modelo tem aplicabilidade
nas regides onde o EBV esta associado ao percentual de casos no minimo igual ao
observado neste estudo. Talvez nos paises desenvolvidos, onde os casos de LHc
associados a este virus é sabidamente menor, estes elementos que interfeririam na
resposta imune dirigida contra os antigenos virais presentes na células H-RS
poderiam ndo impactar na resposta anti-tumoral final. De fato, os estudos em adultos
conduzidos nestes paises mostram que 0S casos com mais células
imunoregulatérias estdo associados a melhor sobrevida®®*3: 9207,

Este € o primeiro trabalho a explorar a relacéo entre os polimorfismos do
gene CTLA4, caracteristicas do microambiente tumoral e de resposta clinica no LHc.
O que é possivel dizer com os resultados obtidos € que, no LHc pediatrico, os
polimorfismos de alto poder inibitério ndo se encontram associados a uma pior
resposta antitumoral, sendo que se correlacionam com caracteristicas favoraveis no
microambiente e na resposta terapéutica, sugerindo que os efeitos antitumorais nos
casos associados ao EBV ndo sdo mediados por caracteristicas supressoras das
células Treg. Isto se contrapde ao modelo atual de imunidade anti-tumoral nos

canceres ndo hematopoipeticos™®® 1%

e confrma, através de uma abordagem
diferente das utilizadas até o momento, baseada em metodologia genética, a
natureza supressora da resposta imune contra o linfoma de Hodgkin classico.

O papel do EBV neste cenario poderia ser o de um “lutador adaptativo”,
em que, como resposta ao recrutamento de células T CD8+ antivirais para o

microambiente, o virus geraria as condi¢des bioquimicas para recrutar ou diferenciar

a populacdo efetora da resposta imune antitumoral, células Treg. Se estas
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conseguirem suprimir a resposta antiviral primaria, a consequéncia seria de que o
maior numero de células Tregs, neste modelo pediatrico, estaria associado a uma
pior sobrevida. Desta forma, a depender da constituicdo genética do individuo,
diferentes interacdes genético-ambientais aconteceriam, determinando diferencas
tanto no microambiente tumoral quanto na resposta imune anti-tumor e
consequentemente, diferencas na resposta terapéutica. Cabe mencionar que a
presenca do EBV nas células H-RS teve um impacto positivo, porém nao
significativo na SLE das criancas, sugerindo que a capacidade de resposta imune
contra o virus € um balanco entre tamanho e estado funcional de duas ou mais
populacdes (neste estudo identificadas como linfocitos T CD8+ e FoxP3+, e
provavelmente também o0s macréfagos), influenciada possivelmente pela

constituicdo genética do hospedeiro.
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7- CONCLUSOES

Este estudo incluiu todos os pacientes pediatricos (0-18 anos) com
linfoma de Hodgkin diagnosticados no INCA entre 1999-2006, com material
histopatolégico disponivel. O perfil clinico, demografico e histologico do grupo
estudado permite caracterizar a doenca como afetando criancas de maior idade
(adolescentes), predominantemente do subtipo histolégico esclerose nodular e com
curvas de sobrevida semelhantes aos observados nos estudos clinicos em paises

desenvolvidos.

O LHc pediatrico apresenta no Rio de Janeiro um padrdo epidemioldgico
intermediario entre o0 observado nos paises ricos e em desenvolvimento,
caracterizado por uma tendéncia ao aumento do numero absoluto de casos
conforme a idade, em direcdo ao pico de adultos jovens, maior prevaléncia do
subtipo esclerose nodular (EN). A presenca do EBV (44,8%) nao foi associada a
nenhum grupo etario, sendo mais freqiente nos casos de CM (68,2%), porém

frequentemente associado ao subtipo EN (38,85%). Este padrdo é notoriamente

diferente do observado em outro estudo realizado no Nordeste do Brasil..

O subtipo histolégico celularidade mista foi caracterizado por um menor
namero de linfécitos T CD4+ /mm2, maior numero de linfécitos CD20+ /mm2 e razao
entre linfécitos CD4+/CD20+ <1, no microambiente tumoral. Estas caracteristicas
permitem afirmar que a celularidade mista nas criangas com LHc ndo parece ser
consequente apenas a infec¢do precoce pelo virus Epstein-Barr, mas sim resultante

da resposta imune deficiente frente ao desafio imunoldgico imposto pela combinacdo
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“células tumorais e virus Epstein-Barr”. Ao passo que a esclerose nodular seria a

resultante de uma melhor resposta imune.

O indice de proliferacdo celular dos linfécitos no microambiente tumoral
baseado na imunoexpressao de Kl67, estudado pela primeira vez neste trabalho,
estd relacionado ao tamanho de algumas populacbes linfocitarias desse

microambiente e pode ter influéncia na resposta clinica.

Os resultados obtidos quanto as sub-populacdes de linfocitos presentes
no microambiente tumoral sugere que o0 LHc pediatrico tem caracteristicas
particulares em relacdo a este microambiente, diferenciando-se do observado nos
adultos, como a presenca de um maior numero de linfécitos CD20+ em relacéo a
subpopulacdo CD4+ e uma mudanca gradual do perfil celular, com diminuicdo do
namero de células CD8+, Thl, e B conforme o aumento da idade. O virus Epstein-
Barr mostrou estar associado a constituicdo de um microambiente caracteristico,
formado por maior nimero de células T CD8+, Granzima B+ e CD4+ de tipo Thl (T-

bet+).

A combinacdo de caracteristicas clinicas (doenca extranodal) e
caracteristicas do microambiente tumoral (nimero de células expressando o
marcador de ativacao citotoxica Granzima B) em um escore prognoéstico € capaz de
predizer recaida nas criancas com LHc, tratadas com protocolos baseados na

administracao de antraciclina.
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As interacOes observadas entre o virus Epstein-Barr, linfocitos do
microambiente tumoral, caracteristicas clinicas e resposta ao tratamento, permitem
afirmar que este virus, ao contrario dos adultos, € fator prognostico de melhor
resposta terapéutica. Nos casos associados ao EBV, foi observada heterogeneidade
qguanto a resposta terapéutica em relacdo a presenca de células CD8+ (melhor

prognostico) e células FoxP3+ (pior progndstico).

Foram encontradas associacbes entre marcadores relacionados a
proliferacdo e a apoptose das células H-RS e entre estas e as caracteristicas do
microambiente tumoral, Foi identificado pela primeira vez na literatura que o maior
namero de células multinucleadas (NMN) em relacdo as células uninucleadas (NUN)
pode estar influenciado pelo estado funcional das vias de p21 e p53. Um grande
namero de linfécitos Tregs foi associado independentemente com a funcionalidade
da via de p53 e a expressao de Bcl2 nas células H-RS, o que sugere a existéncia de

um “cross-talk” entre as células imunes e as células H-RS.

Os polimorfismos da regido promotora do gene interleucina 10, assim
como o0s polimorfismos do gene CTLA-4 influenciaram a composicdo do
microambiente tumoral do LHc pediatrico, em relacdo ao numero de linfocitos T
reguladores, Th2 e T CD8+. A abordagem genética contribui para firmar a natureza

supressora da resposta imune anti-tumoral no LHc.
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ANEXO | — CARTA DE APROVACAO DO ESTUDO PELO COMITE DE ETICAEM

PESQUISA
MINISTERIO DA SAUDE
Inshiuto Nzlcipuaf de Cdncer
Comité de Etica em Pesquisa-INCA
Ao: Dr. Mario Henrique Magalhdes Bartos Rio de Janeiro, 5 de setembro de 2005

Pesquisador Principal

Refl’: Prot. 37/05 — Prevaléneia do virus Epstein-Barr no Linfoma de Hodgkin na infancia na cidade do Rio
de Janeiro

Prezado Doutor,

[nformamos que o Comité de Etica em Pesquisa do INCA apds re-andlise aprovou o Protocolo
intitulaclo: Prevaléncia do virus Epstein-Barr no Linfoma de Hodgkin na infincia na cidade do Rio de Janeiro
em 5 de setembro de 2003,

Estamos encaminhando a documentagiio pertinente para a CONEP, com vistas a  registro e
arquivamento..

Atenciosamente,

Dra. Adriana Scheliga
Coardenadara do Camité de Elica em Pesquisa
CEP-INCA




ANEXO Il - FICHA DE COLETA DE DADOS

LINFOMA DE HODGKIN - FICHA DE DADOS DO ESTUDO RETROSPECTIVO

Instituigao: Cidade:

Médico (a) Responsavel.

A) DADOS GERAIS DO PACIENTE

Iniciais: Registro: Data de Nascimento / Sexo: ()M (2)F

|dade ao Diagndstico: anos

Municipio de Procedéncia

Estado de Procedéncia: Renda Familiar Mensal: (99) Ignorado

N° de Cémodos: (99) Ignorado N° de Irméos: (99) Ignorado  Duragéo dos Sintomas: dias

Data de Matricula na Instituigéo. /
B) SINAIS E SINTOMAS

(1) Febre (2) Sudorese Noturna  (3) Perda de Peso  (4) Adenomegalia (5) Hepatomegalia (6) Esplenomegalia

(7) Infecgéo de Repeticdo  (8) Prurido  (9) Dor Ossea (10) Derrame Pleural  (11) Dispnéia

(12) Outros:

L izagéo dos Linfonodos A

: (1) Subocciptal Direito  (2) Subocciptal Esquerdo

(3) Cervical Direito  (4) Cervical Esquerdo  (5) Supraclavicular Direito  (6) Supraclavicular Esquerdo

(7) Axilar Direito  (8) Axilar Esquerdo  (9) Retroperitoneal (10) Inguinal Direito  (11) Inguinal Esquerdo

(12) Outros: (99) Ignorado

N° Linfonodos Acometidos: Tamanho do Maior Linfonodo: X X (99) Ignorado
Massa Mediastinal: (1) Sim (2) N&do (99) Ignorado ~ Tamanho: X cm
Doenca Extralinfatica: (1) Sim  (2) Nao (99) Ignorado  Local:

Medula Ossea ao Diagnostico: (1) Positiva  (2) Negativa (99) Ignorado

Estadiamento: (1)1 (2)1l (3) 1l (4)IV (99)Ignorado  Sintomas: (1) A (2)B (99) Ignorado

C) EXAMES LABORATORIAIS

Leucograma: (1) Normal (2) Leucopenia (3) Leucocitose  (99) Ignorado

Linfocitos: (1) Normal  (2) Linfopenia  (3) Linfocitose  (99) Ignorado

Hb! g/dl DHL: VHS!

D) PATOLOGIA (Segundo classificacdo da OMS)

Subtipos: (1) Predominio linfocitico nodular  (2) Esclerose nodular  (3) Celularidade Mista
(5) Rico em linfocitos  (99) Ignorado

(4) Deplegéo linfocitaria

Imunohistoquimica: CD15: (1) Positivo  (2) Negativo  (99) Ignorado  CD30: (1) Positivo  (2) Negativo  (89) Ignorado
CDZ20: (1) Positivo  (2) Negativo  (99) lgnorado  CD45: (1) Positivo  (2) Negativo  (99) lgnorado
EMA: (1) Positivo  (2) Negativo (99) Ignorado  LMP1: (1) Positivo ~ (2) Negativo (99) Ignorado

Outros:

E) TRATAMENTO

Data de Inicio do Tratamento

* Tratamento Inicial *

Quimioterapia: (1) Sim  (2) N&o
Pratocolo: (1) MOPP  (2) ABVD  (3) ABVD/OPPA  (4)MOPP/ABVD  (5) BFM (Ano' ___) (6) COPP
(7) CHOP  (8) BEACOP  (9) Outro
Radioterapia: (1) Sim  Dose: cGy Campo
(2) Ndo
Término do Tratamento: (1) Sim  (2) N&o  Data de Término do Tratamento: ___ / I

Resposta:
* Tratamento Recaida *

Protocolo:

Recaida: (1) Sim (2) Ndo

(99) Ignorado  Data da Recaida: /

/

Radioterapia: (1) Sim Dose:

cGy Campo

(2) Nao

Término do Tratamento (Recaida): (1) Sim

Data de Término da Recaida

(2)N&o (99) Ignorado  Resposta:

Nota: Se houver outras recaidas, relatar em observagdes

Ultimo Seguimento: /
Status: (1) Vivo sem doenca

(5) Perda de Seguimento

F) OBSERVAGCOES

(2) Vivo em tratamento

(3) Morto por doenga

Se 6bito, data do Sbito.

(4) Morto por outras causas




ANEXO Ill - SUMARIO DOS PROTOCOLOS DE TRATAMENTO MA IS

UTILIZADOS NESTE ESTUDO

PROTOCOLO HD-90

Tabela Al: Plano terapéutico proposto para pacientes com linfoma de Hodgkin do sexo feminino.

ESTADIAMENTO DROGAS RADIOTERAPIA

[, 1A 2 OPPA 25Gy em campo envolvido
lg, lIEA, 11B, A 2 OPPA 2 COPP 25Gy em campo envolvido
B, g, B, IV 2 OPPA 4 COPP 25Gy em campo envolvido

OPPA: vincristina, procarbazina, prednisona, adriblastina
COPP: ciclofosfamida, vincristina, procarbazina, prednisona
RTX: radioterapia

Tabela A2: Plano terapéutico proposto para pacientes com linfoma de Hodgkin do sexo masculino.

ESTADIAMENTO DROGAS RADIOTERAPIA

[, HA 2 OEPA 25Gy em campo envolvido
lg, lIEA, 1IB, lIIA 2 OEPA 2 COPP 25Gy em campo envolvido
B, lllg, B, IV 2 OEPA 4 COPP 25Gy em campo envolvido

OEPA: vincristina, etoposide, prednisona, adriblastina
COPP: ciclofosfamida, vincristina, procarbazina, prednisona
RTX: radioterapia

OBSERVACAO: Pacientes com doenca residual apds quimioterapica tiveram

acréscimo na radioterapia de 10 a 15 Gy.



PROTOCOLO ABVD

Tabela A3: Plano terapéutico proposto para pacientes com linfoma de Hodgkin.

ESTADIAMENTO DROGAS RADIOTERAPIA
I, 1l 3 ABVD 20 a 25Gy em campo envolvido
ln, v 12 ABVD 20 a 25Gy em campo envolvido

A: adriblastina; B: bleomicina; V: vincristina; D: DTIC.



ANEXO IV — ESTUDO BRASIL-ALEMANHA
(Carta de Aceitacdo do Prof. Dr. Gerald Niedobitek)

[
Viersin fir Berufsgenossenschafiiiche Hellbehandlung Berlin e. V., . Unfallkrankenhaus
Aladernisches Lehrkrankenhaus der Charite - Universititsmedizin Berdin Berlin
institwt filr Pathologie
Umfallkrankenh Berlin W, Strafle 7 12683 Berdin
Direktor:
Mario Henrique Magalhaes Barros Prof. Dr. med. Gersld Niedobitek,

Rua Redentor 156/101 Ipanema
CEP: 22421-030 I ey

Rio de Janeiro - RJ FAX (030.56 B1-3753
Brazil E-MAIL gerald niedobitekSukb.de

20, February 2009

To whom it may concern

This is to confirm that | am happy to accept Mario Barros as a PhD student in my institute. Mario
contacted me by e-mail because he had read previous papers from my group on the
microenvironment of Hodgkin lymphoma. The project he proposes addresses several imporiant
unresolved questions on Hodgkin lymphoma. This work will complement and extend previcus
and ongoing work of my group and will be carried out in collaboration with members of my group
at the Friedrich-Alexander-University in Erlangen. The methods and techniques required to carry
out this project are well established in my laboratory in Berlin, and we have the space to
accomodate him, including laboratory and office facilities. Morphometric studies will be carried
out in Erlangen under the supervision of Dr. med. Maike Buttner. | am convinced that through
the application of our technical expertise and experience in the field to the unique collection of
South American paediatric Hodgkin lymphoma cases provided by Mario we will be able to make
an important contribution to the understanding of the pathogenesis of Hodgkin lymphoma.

| hereby also confirm that | have read and accepted the research proposal Mario has submitted
to the DAAD, and that | wholeheartedly support his application for a grant to support his studies
in Germany.

Please let me know if you require any additional information.

Yours sincerely,

Ut A

Prof. Dr. med. Gerald Niedobitek, FRCPath

Warener Strafle 7 12683 Berlin
Tel: 030/56871-0 Fax: 030/5630 1475 E-mail: gervice@uib.de internet: www.ukbude
Gesrhafsfihrer: Prof. Dr. Ernst Halder Prof, Dr. Axel Ekkermiamp 10 hl“'E l*b
Amtsgericht Charlottenburg VA 12855 B
Deutsche Bank AG BLZ: 100 70000 Komo: 5681200 Commerzbank AG BLZ: 120 400 00 Konta: 06 13000 w997 | awar
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Candidate: Maro Henrigue Magalhdes Bamros, MD, MSc
Institution: Instituto Macional do Cncer (Rio de Janeiro)

Brazilian Advisor: Rocio Hassan, PhD
Brazilian Co-Advisor: llana £alcherg, MD, FhD
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Carta de Aprovacéao da Bolsa Sanduiche

DAAD Deutscher Akademischer Austausch Dienst
Servico Aleméao de Intercambio Académico
Escritério Regional Rio de Janeiro

Contato: Rebeca Mendonga
Telefone: (55) 21 2553 3296
Fax: (55) 21 2553 9261

E-mail: rebeca@daad.org.br

Data: 5 novembro 2009

ERKLARUNG

Hiermit wird bestatigt, dass Herr Mario Henrique Magalhaes Barros ein Stipendium von CAPES
(Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), im Rahmen unseres
Kooperationsprogramms fiir Promotionsstipendien, bekommen hat. Er erhalt dieses Stipendium
aus offentlichen Mitteln zur wissenschaftlichen Fortbildung auf Einladung der Bundesrepublik
Deutschland.

Die wissenschaftliche Fortbildung wird an der folgenden Institution ab April 2010 bei Professor Dr.
med. Gerald Niedobitek durchgeftihrt:

Unfallkrankenhaus Berlin
Insitut fir Pathologie
Warener Strasse 7
D-12683 Berlin

Herr Mario Henrique Magalhdes Barros erhélt einem monatlichen Stipendium in Hoéhe von
1.100,00 EUR.

Mit freundlichen Griissen,

/Z( jld (2 /v‘k(_ iz 2 <
Rebeca de Saules Mendonga

DAAD Aussenstelle Rio de Janeiro

Rua Presidente Carlos de Campos, 417 - 22231.080 Rio de Janeiro - RJ
T :(55) 21 2553 3296 F :{55) 21 2553 9261 http:/irio.daad .de




ANEXO V — TABELA DE INICIADORES

Tabela A4: Seqiéncias nucleotidicas dos iniciadores utilizados nas reagSes de PCR para a
determinacéo dos SNPs -1082 e -592 do gene de IL-10.

Iniciadores Sequéncia (5" 2 3) Funcédo na Reacgéo
-1082G/A

JW -F AGCAACACTCCTCGTCGCAAC 5’conservado

Bl CCTATCCCTACTTCCCCC Alelo especifico: G
B2 CCTATCCCTACTTCCCCT Alelo especifico: A
-592A/C

-592 GTGACGTGGACAAATTGCCCATTC 5’conservado
-592A ACACATCCTGTGACCCCGCCTGTA Alelo especifico: A

-592C ACACATCCTGTGACCCCGCCTGTC Alelo especifico: C




Tabela A5: Caracteristicas clinicas, histolégicas e de associagdo com o virus Epstein-Barr

ao diagnostico e a sobrevida livre de eventos nos casos de linfoma de Hodgkin classico.

VARIAVEL CASOS ANALISAVEIS SLE (5%) ANALISE
PARA SLE (%) UNIVARIADA (P)

Idade, anos

Mediana (Variagdo) 14 (3-18)

<10 23/91 (25,2) 73,9

> 10 68/91 (74,8) 77,9 0,72
Género

Masculino 57/91 (62,6) 75,4

Female 34/91 (37,4) 79,4 0,74
Numer o de Sitios

Mediana (Variagdo) 3(1-9

<4 55/90 (61) 83,6

>4 35/90 (39) 68,6 0,071
Massa Mediastinal

Sim 59/91 (64,8) 78,0

Nao 32/91 (35,2) 75,0 0,85
Estadiamento

I 10/90 (11,3) 90,0

Il 44/90 (48,8) 79,5

1 25/90 (27,7) 80,0

v 11/90 (12,2) 54,5 0,14
Doenca Extranodal

Sim 11/90 (12,3) 54,5

Nao 79/90 (87,7) 81,0 0,028
Sintomas B

Sim 48/90 (53,3) 75,0

N&o 42/90 (46,7) 81,0 0,71
Grupo de Risco

Favoravel 47/90 (52,2) 83,0

Desfavoravel 43/90 (47,8) 72,1 0,16
Leucopenia

Sim 10/90 (11,2) 50

N&ao 80/90 (88,8) 80 0,034
Linfopenia

Sim 23/86 (26,8) 78,3

N&o 63/86 (73,2) 77,8 0,96




Tabela A5 (continuacao): Caracteristicas clinicas, histoldgicas e de associacdo com
0 virus Epstein-Barr ao diagnostico e a sobrevida livre de eventos nos casos de

linfoma de Hodgkin classico.

VARIAVEL CASOS ANALISAVEIS SLE (%) ANALISE
PARA SLE (%) UNIVARIADA (P)

Anemia

Sim 59/87 (67,8) 72,9

N&ao 28/87 (32,2) 89,3 0,11
Desidrogenase Lactica

Alta 34/81 (42) 73,5

Normal 47/81 (58) 78,5 0,62
VSH

Alto 53/66 (80,3) 77,4

Normal 13/66 (19,7) 84,6 0,51
Subtipo Histoldgico

Esclerose nodular 66/91 (72,5) 78,8

Celularidade mista 18/91 (19,7) 61,1

Deplecao linfocitaria 1/91 (1,4) NA

Rico em linfécitos 2/91 (2,1) NA

Inclassificavel 4/91 (4,3) NA 0,096
Grau da Esclerose Nodular

I 37/66 (56,0) 73,0

Il 29/66 (44,0) 86,2 0,15
Risco da Esclerose Nodula r

Baixo risco 29/63 (46,0) 75,9

Alto risco 34/63 (54,0) 82,4 0,46
Numero de Eosindfilos

Mediana (Variacdo) 36 (0-3600)

< 36 /10CGA 46/91 (50,5) 76,1

> 36 /10CGA 45/91 (49,5) 77,8 0,98
Associacao com EBV

Sim 36/88 (36,4) 86.1

N&ao 52/88 (63,6) 69.2 0,082
Célula H-RS CD30+

Sim 75/82 (91,4) 78,7

N&o 7182 (8,6) 71,4 0,6
Células H -RS CD20+

Sim 21/83 (25,3) 81

N&ao 62/83 (74,7) 77,4 0,6




Tabela A5 (continuacao): Caracteristicas clinicas, histoldgicas e de associacdo com
0 virus Epstein-Barr ao diagnostico e a sobrevida livre de eventos nos casos de

linfoma de Hodgkin classico.

VARIAVEL CASOS ANALISAVEIS SLE (%) ANALISE
PARA SLE (%) UNIVARIADA (P)

Linfécitos CD3+

<451/mm? (percentil 25) 22/83 (26,5) 60,0

>451/mm? (percentil 25) 61/83 (73,5) 80,4 0,037
Linfocitos CD4+

<70/mm? (percentil 25) 21/83 (25,3) 73,7

>70/mm? (percentil 25) 62/83 (74,7) 73,7 0,96
Linfocitos FoxP3+

<12/mm? (percentil 25) 21/84 (25) 81,0

>12/mm? (percentil 25) 63/84 (75) 73,7 0,5
Linfécitos C -maf+

<20/mm? (percentil 25) 19/76 (25) 66,7

>20/mm? (percentil 25) 57/76 (75) 75,0 0,47
Linfécitos T -bet+

<15/mm? (percentil 25) 20/81 (24,7) 66,7

>15/mm? (percentil 25) 61/81 (75,3) 75,0 0,47
Linfocitos CD8+

<76/mm? (percentil 25) 22/86 (25,6) 71,4

>76/mm? (percentil 25) 64/86 (74,4) 76,3 0,64
Linfocitos Tia -1+

<39/mm? (percentil 25) 20/81 (24,7) 89,5

>39/mm? (percentil 25) 61/81 (75,3) 69,1 0,08
Linfécitos Granzima B+

<4/mm? (percentil 25) 22/78 (28,3) 90,6

>4/mm? (percentil 25) 56/78 (71,7) 69,6 0,045




Tabela A5 (continuacao): Caracteristicas clinicas, histoldgicas e de associacdo com
0 virus Epstein-Barr ao diagnostico e a sobrevida livre de eventos nos casos de

linfoma de Hodgkin classico.

VARIAVEL CASOS ANALISAVEIS ANALISE
SLE (%)
PARA SLE (%) UNIVARIADA (P)

Linfécitos CD20+

<79/mm? (percentil 25) 21/83 (25,3) 73,7

>79/mm? (percentil 25) 62/83 (74,7) 75,7 0,75
Linfocitos Benignos Ki67+

<44/mm? (percentil 25) 22/85 (25,9) 86,4

>44/mm? (percentil 25) 63/85 (74,1) 69,6 0,093

'Apenas os subtipos esclerose nodular e celularidade mista foram incluidas na
equacdo, os demais foram excluidos devido ao pequeno numero de casos. SLE:
sobrevida livre de eventos. VSH: velocidade de eritrossedimentagdo. Célula H-RS:

célula de Hodgkin e Reed-Sternberg. EBV: virus Epstein-Barr.



Tabela A6: Sumario das caracteristicas imunohistoquimicas referentes a
funcionalidade do ciclo celular nas células neoplasicas e seus impactos na sobrevida

livre de eventos do linfoma de Hodgkin classico.

VARIAVEL CASOS ANALISAVEIS SLE ANALISE
PARA SLE (%) UNIVARIADA (P)

Bcl2?!

Positivo 39/76 (51,3) 69,2

Negativo 37/76 (48,7) 78,4 0,36
P53

Positivo 35/82 (42,7) 82,9

Negativo 47/82 (57,3) 70,2 0,12
P21

Positivo 39/77 (50,6) 76,9

Negativo 38/77 (49,4) 71,1 0,48
P53 funcional

Sim 39/77 (50,6) 76,9

N&o 38/77 (49,4) 71,1 0,48
Alto IPC

Sim 48/87 (55,1) 79,2

N&o 39/87 (44,9) 74,4 0,73

'Os casos Bcl2+ pertencentes ao grupo de risco favoravel exibiram pior sobrevida livre de eventos (p=

0,048). SLE: sobrevida livre de eventos. IPC: indice de proliferagao celular.



Tabela A7: Analise multivariada das variantes genéticas do promotor do gene IL10

associadas as caracteristicas histologicas e do microambiente tumoral no linfoma de

Hodgkin classico pediatrico.

INTERVALO DE CONFIANCIA, 95%

VARIAVEIS P LIMITE INFERIOR LIMITE SUPERIOR
-1082GG

Presenca do padréo interfolicular 0,083 -0,03 0,4

Células NMN/NUN >1 0,1 -0,4 0,06

Baixo namero de linfécitos Th2 0,086 -0,3 0.4
-1082 AA

Esclerose nodular grau | 0,2 -0,1 0,4

Células NUN/NMN >1 0,9 -0,3 0,3

Alto nimero de linfécitos Th2 0,06 -0,003 0,0
-592 CC

Maior namero de linfécitos FoxP3+ 0,039 -0,002 0,0

Maior namero de linfécitos CD8+ 0,003 -0,002 -0,001

Menor nimero de linfocitos C-maf+ 0,012 0,0 0,003
Haplotipo GCC

Esclerose nodular grau Il 0,1 -0,6 0,06

Eclerose nodular baixo risco 0,9 -0,3 0,3

Baixo namero de linfécitos C-maf+ 0,032 0,0 0,003
Haplo6tipo ACC

Auséncia do padréo interfolicular 0,006 -0,7 -0,1

Maior namero de linfécitos CD3+ 0,009 -0,001 0,0
Haplétipo ATA

Menor nimero de linfécitos CD3+ 0,058 0,0 0,001

Maior namero de linfécitos C-maf+ 0,089 -0,002 0,0

Células NMN/NUN >1: maior numero de células neoplasicas multinucleadas em relacdo as células

neoplasicas uninucleadas. Células NUN/NMN >1: maior nimero de células neoplasicas uninucleadas

em relacao as células neoplasicas multinucleadas.



ANEXO VI — TAMPOES, MEIOS E SOLUCOES

Os tampdes, meios e solu¢des utilizados foram preparados conforme descrito:

SOLUCAO A (Extracéo de DNA de alto peso molecular)

Solucéo aquosa de:
Tris-HCI 1M (pH 8.0)
EDTA 0,5 M (pH 8.0)
NaCl 5M

H20 bidestilada g.s.p.

PBS (10X)

NaCl

Na2HPO4

KH2PO4

H20 bidestilada g.s.p.

Filtrar com filtro de 0,200m e esterilizar 20 minutos
em autoclave a latm.

SOLUCAO ESTOQUE DE ACRILAMIDA (29:1)
Acrilamida

Bis-acrilamida

H,O bidestilada g.s.p.

Filtrar com filtro de 0,201m.

TAMPAO DE AMOSTRA PARA DNA
Solucéo aquosa de:

Azul de Bromofenol

Xileno-cianol

Glicerol

TAMPAO TAE (50X)
Trizma base

Acido acético glacial
EDTA 0.5M (pH 8.0)
H,O bidestilada g.s.p.

TRIS-HCL (1M)
Trizma base
H20 bidestilada gsp

Ajustar o pH ao valor desejado com HCI concentrado

TAMPAO NIB

H20 bidestilada estéril
KCl 1M

Tris-HCI (pH 8,0) 1 M
EDTAO05M

Tween 20®

TE (1X)

Solucéo aquosa de:
Tris-HCI 10mM
EDTA (pH 8,0) 1mM
H20 bidestilada gsp

Ajustar o pH ao valor desejado com HCI concentrado

1ml
2ml
20 0l
100 ml

85¢g
11,159
209
1000 ml

290 g
109
1000 ml

0,25% (p/v)
0,25% (p/v)
30% (v/iv)

242 g
57,1 ml
100 ml
1000 ml

121,1g
1000 ml

45,75 ml
2,5ml
0,5 ml
1,0 ml
0,25 ml

1000 ml



RCBL

NH,4CI

KHCO;

EDTA 5%

H20 bidestilada gsp

SOLUCAO DE ACETATO DE SODIO
Acetado de s6dio 3M
H20 bidestilada gsp
Ajustar pH a 5,2 com HCI concentrado

NaOH 8mM
NaOH
H20 bidestilada gsp

HEPES 1M

Hepes

H20 bidestilada gsp

Ajustar pH a 7,5 com KOH concentrado

CITRATO DE SODIO
Acido citrico diidratado
Agua destilada
Ajustar pH para 6,0.

BSA

Albumina

Azida Sédica

Completar com PBS 1x até 1000m|

8.3¢
109
1.8 mi
1000 ml

409 g
1000 ml

320 g
1000 ml

238,3 ¢
1000 ml

2,94 g (se for monohidratado, 2,1 g)
1000 ml

100mg
100mg



ANEXO VII — IMUNOEXPRESSAO DE BAX

O ensaio imunohistoquimico para a avaliacdo da imunoexpressao de BAX
foi realizado conforme o item 4.9, nos 8 casos que exibiram ao mesmo tempo
positividade para p21, funcionalidade da via de p53 e mais de 10 mitoses em
10CGA.

As reacdes foram realizadas em laminas convencionais (e ndo em
laminas de TMA). Foi utilizado o anticorpo policlonal anti-BAX (DakoCytomation)
numa diluicdo de 1:150. A recuperacdo antigénica foi procedida em panela de
pressdo com tampao citrato (pH 7,6). No processo de imunodetecc¢éao foi utilizado o
kit LSAB (DakoCytomation) e a diaminobenzidina (DakoCytomation).

Um caso foi considerado positivo para BAX quando mais de 10% das
células de Hodgkin e Reed-Sternberg exibiram marcacdo de membrana e/ou

citoplasmatica.

Figura Al: Células neoplasicas positivas para BAX, mostrando marcacédo citoplasmatica. A) 400x. B)
1000x.



ANEXO VIIl - TRABALHOS PUBLICADOS E APROVADOS PARA PUBLICACAO
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LETTER TO THE EDITOR
Prognostic Impact of CD15 Expression and Proliferative Index in the
Outcome of Children With Classical Hodgkin Lymphoma

To the Editor: We read with interest the article of Dinand et al. [1]
about the prognostic impact of a high proliferative index (PI) and
CD15 negativity in pediatric Hodgkin lymphoma (HL). The authors
showed that 9.9% of their cases were CD15— negative, associated
with low OS, high stages (III/IV) and lack of p53 expression,
concluding that CD15 negativity in Hodgkin and Reed-Sternberg
cells (H-RS) and a PI <74%, are independent unfavorable prog-
nostic factors for overall survival (OS) and failure-free survival
(FFS), respectively [1]. In adult HL, CDI15 prognostic value is
controversial [2—8]: Only two studies showed clinical impact [2,6],
while several others did not show effect of CD15 on disease outcome
(Table I). We studied 65 children (single center) with classical HL,
treated with anthracyclin-based protocols. CD15 negativity was
observed in 33.8% of the cases and no association with clinical
presentation or survival (OS, 95% CD15+ and CD15—; FFS, 82%
CD15+ vs. 80% CD15—) was found. Dinand et al. [1] also found
that CDI5 negativity was associated with p53 negativity
(P=0.009), leading them to suggest that CD15 expression would
relate to H-RS cell survival and that ““p53 deregulation might have a
role in the loss of CD15 antigen expression.” This statement is
difficult to interpret, since it is accepted that detection, and not
absence of p5S3 immunoexpression, indicates p53 deregulation [9].
Moreover, no information on the percentage of tumor cells ex-
pressing p53 used to define positive and negative cases (cut-off), was
provided; the use of different cut-off criteria is a recognized cause of
the controversy about the prognostic value of p53 expression in
different HL studies [10]. Therefore, although statistically con-
sistent, the results of Dinand et al. lack a biological model
supporting the clinical observations. CD15 is a group of fucosylated
molecules that may function in cell adhesion and regulation of
signaling cascades, pointing to an activation rather than a survival
role in H-RS cells [11]. CD15 expression is variable in the different
series, which may be due either to biological heterogeneity or
technical issues. The contrasting results regarding CD15 prognostic
value might relate to the characteristics of particular studies (patient

TABLE 1. Prognostic Value of CD15 Expression in Hodgkin
Lymphoma

Prognostic value

Number Age (multivariate
References of cases CDI15+ (%) group analysis)
Petrella et al. [2] 108 59.0 Adults Yes, CD15—
favorable outcome
de Marcarel et al. [3] 153 — Adults No
Enblad et al. [4] 124 — Adults No
Morente et al. [5] 140 74.0 Adults No
von Wasielewski 1,751 85.2 Adults Yes, CD15—
et al. [6] poor outcome
Vassalo et al. [7] 78 57.7 Adults No*
Montalban et al. [8] 259 76.4 Adults No
Dinand et al. [1] 121 90.1 Children  Yes, CD15—
poor outcome
This letter 65 66.2 Children  No

*Significance only in the univariate analysis (P = 0.023).

© 2007 Wiley-Liss, Inc.
DOI 10.1002/pbc.21380

number, selection bias, retrospective vs. prospective, etc). However,
at present, it is not possible to rule out the presence of a disease
pattern characterized by a small number of CD15 negative cases
associated with high clinical stages and poor prognosis, as described
by Dinand et al. [1] in childhood and by von Wasielewski et al. [6] in
adult HL.

The prognostic value of PI is undetermined because of differ-
ences in Ki-67 cut-off used in the different studies [3,8,12]. Dinand
etal. showed good FFS in children with high PI [1]. Accordingly, we
found a high FFS in children belonging to the unfavorable groups
(IIB, IIB, and IV), when Ki-67 was expressed in >51% H-RS
cells (P=0.05). HL with high PI may represent a disease more
responsive to chemotherapy, since drug sensitivity is proportional to
the proliferating cell fraction.

The identification of prognostic factors in pediatric HL is
relevant to tailor therapies for the 20—-30% of patients who will
relapse. We believe that further research on the prognostic role of
CD15 in pediatric HL is warranted.

Mario Henrique M. Barros, Mp, Msc

Ilana R. Zalcberg, mp, phD

Rocio Hassan, php*

Bone Marrow Transplantation Center (CEMO)
Instituto Nacional de Cancer (INCA)

Rio de Janeiro, Brazil
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ORIGINAL ARTICLE

Pediatric Hodgkin Lymphoma in 2 South American Series:
A Distinctive Epidemiologic Pattern and Lack of
Association of Epstein-Barr Virus With Clinical Outcome

Paola A. Chabay, PhD,* Mario H. M. Barros, MD,{ Rocio Hassan, PhD,{
Elena De Matteo, MD,* Guadalupe Rey, MD,} Maria Kadma Carrico, MD,§
llana Zalcberg Renault, PhD,T and Maria Victoria Preciado, PhD*

Summary: Hodgkin lymphoma (HL) shows a bimodal distribu-
tion with a first peak in developing countries during childhood.
The causative role and prognostic significance of Epstein-Barr
virus (EBV) association in patients with HL is controversial.
Our aim was to perform a comparative study of EBV
association in 2 Latin American pediatric HL series, and to
correlate it with patient’s survival. Epstein-Barr encoded RNAs
in situ hybridization and latent membrane protein 1 immuno-
histochemistry were performed on formalin-fixed, paraffin-
embedded HL biopsies from 176 pediatric patients from 2
public institutions from Argentina and Southeast Brazil. Mixed
cellularity subtype was prevalent in Argentine HL (Arg HL)
(52%) and nodular sclerosis subtype in Brazilian HL (BR HL)
(83%). EBV expression was detected in 52% of cases, namely
54% Arg HL and 48% Br HL. EBV was significantly associated
with mixed cellularity subtype in both populations. In Arg HL,
EBYV positivity was significantly higher in patients <10 years
(P =0.0011). Event-free survival did not attain statistical
significance neither in Arg HL (P = 0.5317), nor in Br HL
(P = 0.8321). Our results do not support EBV association stated
for pediatric HL in developing countries. Correlation of younger
age with EBV infection only in Argentine patients might be
related to a different age background. In our pediatric series,
EBYV status cannot be used as prognostic factor.
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odgkin lymphoma (HL) is one of the most frequent

lymphomas in the Western world affecting mainly
young adults.! In industrialized countries, the onset of
HL shows a bimodal distribution with a first peak in
young adults and a second peak after the age of 50. In
developing countries, the first peak occurs predominantly
during childhood and its incidence decreases with age,
whereas in industrialized countries, young children are
only rarely affected by HL in contrast with young adults
in which incidence increases with age.> The hallmark of
HL are typical, large Hodgkin and Reed Sternberg (HRS)
cells, which usually represent 1% to 10% of the cellular
infiltrate of affected tissues.?

It has been stated that mixed cellularity (MC) is the
predominant subtype in childhood HL, which seems to be
related to unfavorable socioeconomic settings,*> whereas
among young adults the most common subtype is nodular
sclerosis (NS). In developed countries, a predominance of
NS over MC in pediatric HL was described in some
studies.*%7 Exceptions to this pattern were also described,
either describing a predominance of NS in developing
regions (ie, Kenya, Costa Rica)’ or of MC in developed
ones (ie, France and Japan).®°

Epidemiologic studies pointed toward a viral
etiology of HL. Evidences for a causative role of
Epstein-Barr virus (EBV) infection in the pathogenesis
of a fraction of HL has been accumulated from numerous
clinicopathologic studies during recent years.* EBV, a y-
herpesvirus,'® infects more than 90% of adults world-
wide, and it persists in B-lymphocytes as a life-long silent
infection.!! In underdeveloped and developing regions,
primary EBV infection occurs within a few months to a
few years after birth, and EBV seroconversion is almost
universal by the age of 6 years. Conversely, in indus-
trialized countries, EBV infection occurs only during the
second and third decade of life.'?

The prognostic significance of EBV association in
patients with HL is controversial. Some of the interstudy
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variation may be attributable to the different epidemio-
logic features of the disease in different geographic
settings and some may be related to case selection.!?
Several studies carried out in developed countries have
proved that EBV presence has a beneficial effect on
survival, particularly in pediatric patients.!>'® Conver-
sely, other studies have reported no significant differences
in survival by EBV status in adult'*! and pediatric HL
patients* in developed countries, and have even observed
a poorer survival in older patients.'>!'* In developing
countries, there has been very little research on the effect
of EBV status on survival in pediatric HL.?°

Our aim was to perform a comparative study of
EBV expression in 2 different Latin American pediatric
HL series, from Argentina and Southeastern Brazil, and
correlate these findings with histologic distribution and
patient’s survival.

MATERIALS AND METHODS

Patients and Tissue Preparation

Formalin-fixed, paraffin-embedded HL tissue sam-
ples from 176 pediatric patients (0 to 18y) were collected
retrospectively from the archives at 2 different institu-
tions: Ricardo Gutiérrez Children’s Hospital in Buenos
Aires, Argentina, from 1990 to 2005 (N = 111), and the
National Cancer Institute in Rio de Janeiro, Brazil, from
1998 to 2003 (N = 65). Institutional guidelines from both
centers regarding human experimental investigation were
followed.

Diagnosis was made from biopsies taken from the
primary tumor. Histologic classification followed the
World Health Organization schemes for HL.?! HL types
included 66 MC, 90 NS, 7 lymphocyte depletion, and 10
lymphocyte rich classic HL, and 3 nodular lymphocyte-
predominant type. Cases were histologically assessed by 2
pathologists (E.D.M. and M.H.M.B.).

The median age of Argentine patients was 8 years
(range, 2 to 18y), with a male:female ratio of 2.4:1. The
median age of Brazilian patients was 14 years (range, 3 to
18 y), with a male:female ratio of 1.3:1. Follow-up period
ranged from 3 to 76 months (median, 38 mo) in Brazilian
HL and 5 to 201 months (median, 76 mo) in Argentine
HL.

Epstein-Barr Encoded RNAs In Situ
Hybridization

Epstein-Barr encoded RNAs (EBERs) in situ
hybridization (ISH) was performed on formalin-fixed,
paraffin-embedded tissue sections using fluorescein
isothiocyanate-conjugated EBERs oligonucleotides as
probes. A monoclonal antibody (MAb) antifluorescein
isothiocyanate labeled with alkaline phosphatase was
used for detection of hybridized sites (Dako, Carpinteria).
We used a well-known MC HL with specific staining in
HRS cells as a positive control.
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Latent Membrane Protein 1
Immunohistochemical Staining

Immunostaining was used to localize latent mem-
brane protein 1 (LMPI1) expression in tumor cells on
formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections using
MADbs CS1-4 (Dako) and antigen unmasking by micro-
wave treatment with citrate 0.05M pH 6. Immunohisto-
chemical detection of MAbs was performed using a
streptavidin-biotin complex-peroxidase detection system
(LSAB, Dako) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Positive control was the same used in EBERs ISH.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad
Prism 4 software. Event-free survival (EFS) was defined
as the time from initiation of treatment to the event. An
event in EFS was failure to achieve complete remission,
relapse after a prior complete remission, or death from
any cause.

Survival distributions were estimated according to
the Kaplan-Meier method.??> Differences in survival
distributions were tested with the log-rank test.?> For
the univariate analysis, Fisher exact test or x> test was
used to assess the association between categorical
variables when appropriate. All tests were 2-tailed, and
a P value lower than 0.05 was considered statistically
significant.

RESULTS

We observed differences in the histologic distribu-
tion between Argentine HL (Arg HL) and Brazilian HL
(Br HL) patients. Although MC subtype was prevalent
among Arg HL (58/111, 52%), NS subtype prevailed in
Br HL (54/65, 83%), the difference being statistically
significant (P < 0.0001, > test). Patients’ clinical and
demographic characteristics are shown in Table 1.

EBV expression in both groups of patients is
summarized in Table 2. Latent EBV infection of HRS
cells, as determined by EBERs ISH and LMP1 immuno-
histochemistry was detected in 91/176 (52%) of the HL
cases. EBERs positive staining (Fig. 1A) restricted to
nuclei of HRS cells and LMP1 expression (Fig. 1B) in
cytoplasm membrane were detected in 54% (60/111) in
Arg HL. Conversely, in Br HL, expression of EBERs was
observed in a lower number of cases than LMPI
expression, 35% (23/65) versus 48% (31/65), respectively.
Seven NS and 1 MC EBERs negative/LMP1 positive
cases accounted for this difference. Presence of EBV was
confirmed by polymerase chain reaction in all these 7
cases (data not shown). Br HL cases were considered
EBV-associated when EBV was detected by 2 of the
above-mentioned methods (EBERs ISH, LMPI-IHC,
and polymerase chain reaction).

EBV was significantly associated with MC subtype
(P <0.0001, ¥ test), because most Arg HL and Br HL
EBV-positive cases were MC (43/58, 74% Arg HL vs. 7/8,
87% Br HL).

© 2008 Lippincott Williams & Wilkins
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TABLE 1. Demographic and Clinical Characteristics of
Argentine and Brazilian Children With HL

Arg HL Br HL
(N =111) (N =65)
Age (y), median, range 8, 2-18 14, 3-18
<10y 63 (57%) 16 (25%)
> 10y 48 (43%) 49 (75%)
Sex
Male 33 36
Female 78 29
Ann arbor stage
Early (I/1I) 63 (57%) 35 (54%)
Advanced (IT1/TV) 48 (43%) 30 (46%)
Histologic subtype
Classic HL
MC 58 (52%) 8 (12%)
NS 36 (32%) 54 (83%)
LD 4 (4%) 3 (5%)
LRCHL 10 (9%) 0
Nodular lymphocyte-predominant 3 (3%) 0
HL

EBYV association* 60/111 (54%)  31/65 (48%)

*Includes EBER and LMPI expression.
LD indicates lymphocyte depletion; LRCHL, lymphocyte rich classic HL.

As primary EBV infection occurs mainly in early
childhood in both countries, EBV presence in HL biopsies
was analyzed separately in 2 pediatric groups: younger
than 10 years (<10) and 11 to 18 years (> 10). The age
distribution of Arg and Br HL showed that 57% and 25%
of the patients were younger than 10 years, respectively.
In Arg HL, the frequency of EBV positivity was
significantly higher in HL patients <10 years than of
patients > 10 years (P =0.0011, Fisher exact test).
Conversely, in Br HL EBYV, association with HL in
younger patients was not statistically significant
(P = 0.2498, Fisher exact test).

TABLE 2. Association of HL Subtypes With EBERs and LMP1
Expression

EBERs/LMP1
HL Subtype N/Total %

Argentina
Classic HL MC 43/58 74
NS 11/36 30
LRCHL 3/10 30
LD 3/4 75
Nodular lymphocyte-predominant HL NLP 0/3 0
Subtotal 60/111 54

Brazil

Classic HL MC 7/8 87
NS 23/54 42
LRCHL 0/0 0
LD 1/3 33
Nodular lymphocyte-predominant HL NLP 0/0 0
Subtotal 31/65 48
Total 91/176 52

LD indicates lymphocyte depletion; LRCHL, lymphocyte rich classic HL.

© 2008 Lippincott Williams & Wilkins
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FIGURE 1. A, EBERs ISH. A lymph node biopsy section of MC
HL shows nuclear membrane and nucleus labeling of a RS cell,
original magnification x 100. B, LMP1 immunohistochemistry.
Alymph node biopsy section of MC HL shows cytoplasmic and
membranous labelling of RS cells, original magnification x 40.

In HL, males (M) are affected slightly more often
than females (F) among all subtypes.? Sex ratio (M:F) in
Arg HL was twice as high as in Br HL. As a consequence,
EBYV infection was significantly more frequent in Arg HL
boys than in girls, because 48 out of 77 boys were EBV
positive versus 11 out of 33 EBV-positive girls
(P = 0.0047, Fisher exact test). This was not observed
in Br HL cases.

There was no significant association between EBV
status and disease stage in Arg HL (P = 0.7906, y? test)
and Br HL (P =0.2155, y* test). EBV expression
according to clinical stage is summarized in Table 3.

Concerning patients’ outcome, the estimated 5-year
EFS in Arg HL was 69% and in Br HL was 76%. Survival
analysis related to clinical stage indicated that even though
there was a trend in stage I/II patients to have better EFS,
this difference was neither statistically significant in Arg HL
(P =0.3369, log-rank test) (Fig. 2A), nor in Br HL
(P = 0.1096, log-rank test) (Fig. 2B).

In Arg HL, the 5-year EFS for EBV-negative—asso-
ciated patients was 64% compared with 77% for the
EBV-negative patients. However, EFS during the follow-
up period did not attain statistical significance
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TABLE 3. Correlation of HL Clinical Stage With EBERs and
LMP1 Expression

EBERs/LMP1
Clinical Stage N/Total %
Argentina
/1 35/63 56
/v 25/48 52
Subtotal 60/111 54
Brazil
I/11 17/35 49
II/1v 14/30 47
Subtotal 31/65 48
Total 91/176 52

(P = 0.5317, log-rank test) (Fig. 3A). On the other hand,
Br HL EBV-positive patients did not have improved
survival compared with EBV-negative patients (5-year
EFS 76% EBYV positive vs. 77% EBYV negative). Survival
analysis did not show significant differences (P = 0.8321,
log-rank test) (Fig. 3B).

We analyzed Kaplan-Meier survival curves sepa-
rately in the 2 major histologic subtypes, MC and NS,
in both populations. The EBV status had no significant
influence on prognosis in Arg and Br HL patients
according to their histologic subtype. However, we
observed a trend in EBV-positive CM Arg HL patients
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B
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—— ||
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L
w
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0 L] L) L) L
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FIGURE 2. Kaplan-Meier analysis. Patients’ EFS curves corre-
lated with clinical stage in (A) Arg HL and (B) Br HL.
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FIGURE 3. Kaplan-Meier analysis. Patients’ EFS curves corre-
lated with EBV expression in (A) Arg HL and (B) Br HL.

to have better EFS than EBV-negative patients, but this
difference was not statistically significant (P = 0.1257,
log-rank test).

DISCUSSION

Differences in age, sex, and subtype distribution in
HL have been largely described in different populations
from developed, transitional, and underdeveloped coun-
tries. As previously described by Harris,® there are 3
epidemiologic patterns of HL according to the level of
socioeconomic development. In pattern I, seen in under-
developed countries, HL incidence shows an early child-
hood peak, and the predominant HL subtype is MC.
Pattern II, observed in developing or transitional
economies, displays both childhood and second decade
peaks, and equal frequency of MC and NS subtypes.
Finally, in pattern III, observed in developed countries,
HL shows a third decade peak and a predominance of NS
over other subtypes.

In Argentina, we had previously reported an
epidemiologic pattern I1,* where MC subtype was mostly
distributed in pediatric patients, which we reconfirmed in
this study. This, however, was not the observed pattern in
the Brazilian pediatric group. Brazil is a large country
(+5 degrees 177 to — 33 degrees 45 latitude and — 34
degrees 48’ to — 73 degrees 60’ longitude) with a marked
heterogeneity regarding socioeconomic development
among its different regions.?> In line with this, different
HL epidemiologic patterns have been described related to
distinct sociogeographic populations.

Araujo et al?® described a series of pediatric HL
from the State of Bahia (Northeastern Brazil) with a

© 2008 Lippincott Williams & Wilkins
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marked predominance of MC subtype, compatible with
pattern I. Elgui de Oliveira et al>’ described prevalence of
MC subtype in pediatric and adult patients from an
unfavorable socioeconomic geographic region of the
North of Brazil (pattern I) and equal distribution of NS
and MC subtypes in the Southeast region of Brazil
(pattern II), the latter subtype being prevalent in pediatric
patients. Conversely, in a large series from Brazil’s richest
state (Sdo Paulo), Vasallo et al*® found approximately
70% of the patients with NS, a picture comparable with
the situation in industrialized countries (pattern III). In
our analysis, in a pediatric HL group from the Southeast
region of Brazil (Rio de Janeiro), we observed a net
predominance of NS over other subtypes. In a study of a
series of 65 HL cases (age 11 to 84y) from the same state,
Loureiro et al?® found a comparable subtype distribution,
suggesting that this is the predominant pattern in the
Southeast region of Brazil, which enjoys a better socio-
economic condition than the Northeast part of the
country.?

With the aim to better understand these differences
between Argentine and Brazilian childhood HL, we
performed LMP1 immunolocalization and EBERs ISH
to identify cases in which EBV was exclusively expressed
in malignant cells. This is normally related to a direct role
of the virus in the neoplastic process.

Armstrong et al*® have built a 3-disease model for
Hodgkin disease, on the basis of age at diagnosis
and EBV status. The first entity is largely a disease
of childhood, EBV-associated, with higher incidence
in developing countries and usually of MC sub-
type. Development of Hodgkin disease is probably
associated with an early exposure to EBV infection,
which occurs at a particularly young age in less
economically developed countries. The second entity,
predominantly affecting older adults, is also EBV-
associated, usually of MC subtype, and likely to be
related to EBV reactivation events. The third entity
predominantly affects young adults. It is more prevalent
in developed countries, usually of NS subtype, and not
EBV-associated.

In developed populations, HRS cells are infected by
EBYV in about 40% of cases of classic HL.! On the other
hand, a very high association of EBV with pediatric HL
from Latin America has been reported, where nearly all
cases are EBV positive.! Our results from 2 Latin
American pediatric populations neither support this
observation nor strengthen Armstrong first entity for
developing countries, because we have found an EBV
expression of 54% and 48% in Arg and Southeastern Br
HL, respectively.

In Argentina, our previous studies on EBV epide-
miology in pediatric HL disclosed an association fre-
quency similar to those observed in developed
countries.?*3! In Brazil, there are 2 quite different
scenarios, occurring in the Northeast and the Southeast
regions of the country, respectively. In Northeastern
Brazil, Araujo et al’® found 87% of EBV-positive HL
pediatric cases. Conversely, in the Southeast region, our

© 2008 Lippincott Williams & Wilkins

48% of EBV association with HL was slightly lower than
the 55% of another study, including young and adult
patients from Rio de Janeiro®® and also lower than the
64% found in Sao Paulo in adult patients.3?

In Burkitt lymphoma (BL), the other EBV-asso-
ciated childhood lymphoma, EBV expression is different
between both countries: while in Argentina, a very low
EBV association in immunocompetent patients (approxi-
mately 10%) is compatible with a sporadic epidemiologic
pattern,® in Brazil the existence of a geographical
gradient has been suggested. A high EBV frequency in
the Northeastern part of the country (>80%) was
reported, whereas intermediate frequencies (~ 60%) were
found in the Southeast region, including Rio de Janeiro.’*
Contrasting with HL, in Rio de Janeiro EBV-positive BL
is a disease of early childhood (4 to 5y) and has been
suggested that early primoinfection could play a patho-
genic role (Hassan et al, unpublished data). The fact that
EBV-positive HL children herein described were older
than BL from the same Brazilian institution could reflect
a distinct interplay of EBV with the immune system in
the 2 diseases.

As primary infection seems to occur in early
childhood in Argentina and Southeastern Brazil,*>-3¢ the
correlation of younger age with EBV infection in HL only
in Argentine patients (P = 0.0011, Fisher exact test), and
not in Brazilian ones (P = 0.2498, Fisher exact test) might
be related to a different age background of both groups
reflecting distinct pathogenic factors, other than EBV
seroconversion age.

In Western countries, EBV-positive cases in NS
subtype accounts for 15% to 30% of cases, and MC
subtype harbors EBV DNA in up to 70% of cases.? In
our analysis, we confirmed that MC subtype was strongly
associated with high rates of EBV positivity, 74% and
75% in Arg and Br HL, respectively (P < 0.0001, y? test).
We observed in both populations that MC subtype was
significantly associated with the group of patients under
10 years (P = 0.0014 Arg HL, P = 0.0002 Br HL, Fisher
exact test). However, although MC subtype was pre-
dominant in Arg HL in all age groups, NS subtype
prevailed in Br HL patients. Recent studies showed that
the development of histologic subtype is related to the
characteristics of cytokines produced by HRS cells.?”
Perhaps the genetic background (ie, promoter poly-
morphisms of critical cytokines) interacting with
the EBV and an immature immune system might
influence the different histologic subtype development
of EBV-positive and EBV-negative HL in different
populations.

Keegan et al'* have shown that EBV-positive
children were less likely than EBV-negative patients to
have stage IV disease. By contrast, neither Engel et al’® in
47 South African childhood HL nor Claviez et al* in a
larger group of patients have observed differences
between EBV expression and stage. Our findings corro-
borate this latter conclusion, because we did not found a
significant correlation between EBV latent expression and
clinical stage.
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Different studies analyzing EBV association on
outcome in adult HL patients have demonstrated
conflicting results. In pediatric HL, this question has
been less described. Engel et al®® have established a
significantly longer median survival in EBV-positive
pediatric HL. Keegan et al'* showed that EBV-positive
status was associated with a more favorable survival than
EBV-negative status in a small subgroup of children,
postulating that EBV might serve as a useful indicator of
prognosis. Claviez et al,* in contrast, reported that latent
EBV expression has no influence on failure-free survival.

Our results are in agreement with those obtained by
Claviez et al,* in the sense that EBV did not confer a
survival advantage in pediatric HL. In fact, neither in
Brazilian nor in Arg HL cases, EBV status was associated
to patients’ outcome (P = 0.8321 and 0.5317, log-rank
test, respectively).

In summary, our findings give further support the
fact that HL is a heterogeneous disease and that the
epidemiologic models proposed in the last decade need to
be refined to include new and contrasting evidences. They
also suggest that EBV could be involved in complex ways
in the pathogenesis of classic HL in children, not only
dependent on early EBV infection. In our pediatric HL
series, EBV status cannot be used as a prognostic factor.
It would be interesting to study also genetic instability
and/or mitotic check point abnormalities in HRS cells3%-4°
to identify prognostic factors involved in the outcome of
our HL patients.
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Syncytial neoplastic cells in paediatric Hodgkin lymphoma

A 14-yr-old female was admitted with a 3-month his-
tory of fever and cervical nodules. Histopathological
analysis of a lymph node biopsy indicated Hodgkin
lymphoma. Presence of high number of Reed-Sternberg
(RS) and Hodgkin cells (156 in 10 high power field —
hpf), 51 mitoses/10 hpf and syncytial cells; (see Fig. 1A,
arrows indicating mitotic tumour cells and asterisk
showing a typical RS cell; HE 400x) required differen-
tial diagnosis with anaplastic lymphoma. Immunohisto-
chemical detection of CD30 and CDI5 expression in
neoplastic cells (Fig. 1B and C; 1000x), as well as nega-
tive CD3, CD20 and ALK expression preferentially
indicated Hodgkin lymphoma, of nodular sclerosis
(grade II) subtype. The patient, treated with the ABVD
protocol achieved a sustained, complete clinical
response. Epstein—Barr virus was not detected in
tumour cells either by in situ hybridisation with fluores-
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cein-conjugated probes against EBER RNAs (EBER-
ISH) or by immunohistochemistry for LMPI. p53
immunodetection showed protein accumulation in more
than 75% of neoplastic cells although with p2l
(cip~1/wal=ly expression above 50%, indicating functional
p53. Fig. 1D shows a syncytial neoplastic cell (1000x),
with at least seven mitotic plates including one dis-
rupted mitosis and six with aligned chromosomes, as
well as three interphase nuclei with prominent nucleoli.
Unlike most malignant tumours, classical HL is not
characterized by a high number of Hodgkin- and RS-
cells; these accounting for only 2-10% of the tumour
mass. RS cells are multinucleated while Hodgkin cells
are often near-triploid. Abnormal proliferation of
H/RS cells, resulting from mitotic arrest followed by
defective citokyneses and/or DNA endoreduplications,
accounts for multinucleation and polyploidy. Uncoupling

Figure 1 (A) arrows indicating mitotic tumour cells and asterisk showing a typical Reed-Sternberg cell, HE 400x. (B) Detection of CD30 in
neoplastic cells, 1000x. (C) Neoplastic cell positive to CD15, 1000x. (D) Syncytial neoplastic cell, with at least seven mitotic plates including one
disrupted mitosis and six with aligned chromosomes, as well as three interphase nuclei with prominent nucleoli, HE 1000x.
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events affecting mitosis/cell-death checkpoints might be
involved originating this tumour phenotype.
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Number of involved anatomic areas as a risk predictor
in pediatric Hodgkin’s lymphoma: a retrospective study
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Abstract

Objective: To determine if the number of involved anatomic areas can modify the standard risk groups in pediatric
Hodgkin’s lymphoma, identifying children who would benefit from a reduction in treatment intensity.

Methods: Retrospective study evaluating age, sex, histology, Ann-Arbor stage, presence of B symptoms, number
of involved anatomic areas, risk grouping (favorable vs. unfavorable), and laboratory exams. All patients received
doxorubicin-containing chemotherapy. Patients in complete remission for 5 years or longer were evaluated as for
late effects.

Results: Sixty-nine patients (2-18 years) were included, 68% belonged to the unfavorable risk group. Overall
survival and event-free survival were 94 and 87%, respectively. Late effects were screened in 46 cases. Advanced
stage and = four involved anatomic areas had negative impact on event-free survival, while only the number of
involved anatomic areas retained statistical significance when using Cox analysis (hazard ratio = 6.4, 95%CI =
1.08-38.33; p = 0.04). Risk groups were adjusted by number of involved anatomic areas (< four/= four involved
anatomic areas), with a significant reallocation of patients (p = 0.008). Of the 30 patients with late effects, 21 were
in the original unfavorable risk group and 14 (66.6%) could have been reallocated to the favorable risk group based
on the number of involved anatomic areas.

Conclusion: If re-stratification had been applied, a considerable number of children would have received less
intensive treatment and, consequently, could have had lower chances of late effects. A prospective study could define
if adjustment of risk group by number of involved anatomic areas would have any impact on survival rates.

J Pediatr (Rio J). 2009,85(3):236-242: Hodgkin’s lymphoma, childhood, risk groups, involved anatomic areas,
late effects.

Introduction

Hodgkin’s lymphoma (HL) is a disease typically affecting
children and young adults, with more than 80% of patients
being cured.! The other side of this high cure rate is that
a fraction of patients will receive excessive antineoplastic
radiochemotherapy resulting in the well-recognized late
effects of HL treatment.2-6 Current clinical and radiological
characteristics used for risk stratification in most treatment

centers lead to mistaken stratification in almost one third of
patients.” Prognostic factors in HL are, mostly, crude direct
measures of tumor burden and activity (stage, number
of involved lymph nodes, bulky disease, B symptoms) or
indirect surrogate measures of tumor burden and activity
based on laboratory parameters (hemoglobin, s-albumin
levels).8:2 Clinical characteristics at presentation,10.11 as
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well as protein immunoexpressioni0.12-14 and Epstein-Barr
virus (EBV) association,15-17 have also been identified as
prognostic factors in several studies.

However, when sufficiently intensive treatment for
advanced stages is employed, adverse prognostic factors
tend to disappear.® Thus, the identification of clinical and
biological factors that allow discrimination of patients who
may undergo a reduction in treatment intensity is a current
goal to reduce late effects in HL.

The objective of this single-center study was to identify
pretreatment characteristics that could be useful for
adjustment of risk stratification in children with HL.

Materials and methods
Patients

Sixty-nine patients up to 18 years old diagnosed
with HL in the Pediatric Oncology Center (Centro de
Oncohematologia Pediatrico, CEONHPE) of Oswaldo Cruz
University Hospital, Recife, state of Pernambuco, Brazil,
between March 1980 and January 2006 were included
in this study. Inclusion was based on the availability of
formalin-fixed paraffin-embedded HL tissue and complete
clinical data for retrospective analysis. This study was
approved by the Institutional Ethics Board.

Histopathology

HL diagnosis was reviewed according to the morphological
criteria of the World Health Organization classification!8 and
confirmed by immunohistochemical staining, using CD30
(clone Ki-1, dilution, 1:40), CD15 (clone C3D-1, 1:50) and
CD20 (clone L-26, 1:1000, Dako, Glostrup, Denmark).

Staging and laboratory evaluation

All patients were assessed before starting therapy by
means of clinical history, complete physical examination,
blood counts and biochemical profile, chest x-ray films,
computed tomography of chest and abdomen and unilateral
bone marrow biopsy. Staging followed the Ann-Arbor
classification system.1® B symptoms were characterized by
fever > 38 OC for at least 3 consecutive days, night sweats
and loss of weight. Disease risk was classified as favorable (I,
IIA, ITIA) or unfavorable (IIB, IIIB, IV). Anemia was defined
as hemoglobin < 13 g/dL (< 11.5 g/dL for female patients
in reproductive age). Lactate dehydrogenase (LDH) and
erythrocyte sedimentation rate (ESR) were considered high
when higher than 500 IU/L and 40 mm/h, respectively.

Treatment

All patients received doxorubicin-containing
chemotherapy. Alternating Adriamycin™, bleomycin,
vinblastine and dacarbazine/vincristine, procarbazine,
prednisone and Adriamycin™ (ABVD/OPPA) were
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administered to 33 children (47.8%) until 1996 and ABVD
alone, to 36 children (52.2%) after 1996, respectively.20.21
Children in the favorable risk group were treated with three
cycles of chemotherapy, while those in the unfavorable
risk group received six cycles. Low-dose involved-field
radiotherapy was administered to all patients, except for one
patient with stage IA, at the end of chemotherapy protocol
(15 Gy for patients that achieved complete response and
25 Gy for those with bulky disease at presentation or local
residual disease at the end of chemotherapy).

Variables analyzed as potential prognostic factors

Pretreatment variables were: age, sex, histology,
Ann-Arbor stage, presence of B symptoms, number of
involved anatomic areas (IAA), risk grouping (favorable
vs. unfavorable), LDH level, ESR and anemia. Albumin
level, white blood cell counts and biochemical profile were
unavailable for more than 10% of the patients; therefore,
these data were not analyzed as prognostic factors.

The following sites were taken into account for the
calculation of the number of IAA: Waldeyer’s ring, cervical
and/orsupraclavicular lymph nodes (right or left, separately),
axillary and/or infraclavicular lymph nodes (right or left
separately), epitrochlear nodes (right or left, separately),
mediastinal plus hilar lymph nodes (one site), para-aortic
and/or retrocrural lymph nodes (one site), porta hepatis
lymph nodes (one site), mesenteric (one site), iliac and/or
inguinal/femoral lymph nodes (right or left, separately),
spleen and splenic hilar lymph nodes (one site). Each
extranodal site was considered separately. Each lung was
also considered as a separate site. In the case of multiple
bone lesions, bone was considered as one involved site.

Late effect evaluation

Patients in complete remission for 5 years or more were
recalled by the Cured Evaluation Program at the CEONHPE.
Late effect screening consisted of hematological and hormone
analyses, fertility tests, cardiac evaluation by annual
electrocardiogram and echocardiogram until the end of
growth, pulmonary function tests, audiometry, renal function
tests and psychological evaluation, as described.3

Statistical analysis

Associations between categorical variables were
tested using two-tailed Pearson’s chi-square and Fisher’s
exact tests. Significance was set at p < 0.05. Event-free
survival (EFS) was estimated as the interval (in months)
from diagnosis to relapse or death by any cause or,
alternatively, to the last follow-up. Overall survival (OS)
refers to the lapse (in months) from diagnosis to death
or last follow-up. Survival distributions were estimated
according to the Kaplan-Meier method,?2 and differences
were assessed by the log-rank test. Multivariate analysis
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using Cox proportional hazard regression23 was performed
to determine the independent prognosticfactors influencing
EFS. Data were analyzed with SPSS v.13.0.

Results

Clinical and demographic characteristics at
presentation

Of the 69 patients included in this study, 49 (71%)
were male (M:F 2.45:1). Ages ranged from 2 to 18 years
(median 11 years), with 56.5% (39/69) of patients in the
>10 years group. Most of the patients had disease stage 1
orII (36/69, 52.1%). B symptoms were observed in 47/69
(68.1%) cases. The analysis by risk group showed that
22/69 patients were (31.9%) in the favorable and 47/69
(68.1%) inthe unfavorable risk group. Nodular sclerosis was
the most common histological subtype (51/69 cases, 74%),
followed by mixed cellularity (17/69, 24.6%). Hemoglobin
levels were evaluated in 59 children, varying from 7.4 to
16 g/dL (median 11.3). Anemia was observed in 23 patients
(33.3%) (Table 1).

The number of IAA varied from one to eight (median two).
When the group was classified according to the number of
IAA (< four or = four IAA), 17 children (24.6%) showed =
four IAA, while 52 (75.4%) showed < four IAA. A number
of = four IAA showed association with stages III/IV (16/17,
94%, p = 0.0001), B symptoms (16/17, 94%, p = 0.008),
unfavorable risk group (16/17, 94%, p = 0.0001), and
anemia (10/15, 66.6%, p = 0.01). In multivariate analysis,
the number of IAA was associated only with stage (95%CI
-0.5to -0.1, p = 0.0005).

Treatment response and survival analysis

Sixty patients (87%) finished the treatment and did
not relapse, while six patients (8.7%) relapsed after the
end of treatment and three (4.3%) during the first-line
treatment. Sixty-five patients are alive and in complete
response (94.2%), three (4.3%) died because of HL
progression and one died of a chondrosarcoma secondary
to HL treatment. The median length of follow-up was 82
months (12-332 months); the shortest follow-up (12 m)
involved a patient who died of disease progression. The OS
and EFS rates for the whole group were 94.2 and 87%,
respectively (Figure 1).

Since both protocols used in the treatment of the patients
(ABVD/OPPA and ABVD) are considered equivalent in their
ability to induce complete response?0:2! and no differences
either in survival (p = 0.6) or in demographic and clinical
characteristics (data not shown) were observed between
the two groups, all patients were included in the survival
analyses. Children with stage IV showed the worst EFS
when compared to children with other stages (40 vs. 100,
89.7 and 89.3% for stages I, II and III, respectively;
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p = 0.002). The number of IAA showed a strong effect on
EFS; 64.7% in children with > four IAA compared with 94.2%
in patients with < four IAA (p = 0.0001); while anemia
showed a borderline effect (78.3 vs. 94.4% in children
without anemia; p = 0.06). Sex, age group, risk group, B
symptoms, LDH levels, ESR and histological subtypes had
no significant effects on EFS (Table 1). Stage IV (60%,
p = 0.001), anemia (87 vs. 100% in nonanemic patients;
p = 0.03) and = four IAA (82.4 vs. 98.1% in < four IAA;
p = 0.001) significantly impacted on OS.

A Cox analysis was performed including the significant
EFS variables in univariate analyses. The number of
IAA was an independent prognostic factor (hazard ratio
[HR] 6.4, 95%CI 1.08-38.33; p = 0.04), while stage lost
significance.

The former results suggested that the number of IAA
could be used to improve the risk stratification system. Thus,
the original risk groups were adjusted by the number of
IAA: cases with unfavorable disease and < four IAA were
reclassified as “favorable disease” (except for extranodal
disease that was maintained as unfavorable), and children
with favorable disease and > four IAA were reclassified to
the unfavorable disease group. With this reallocation, only
one of the 22 patients initially in the favorable risk group
was reallocated to the adjusted unfavorable risk group;
however, of the 47 patients originally in the unfavorable
risk group, 31 (66%) were reallocated to the favorable risk
group, while 16 (34%) remained in the unfavorable risk
group (p = 0.008) (Figure 2). The adjusted risk groups were
better predictors of EFS than the original ones: 94.2 vs.
64.7% of EFS for the adjusted favorable and unfavorable
risk groups, respectively (p = 0.0005), compared with 95.5
vs. 83% of EFS (p = 0.1) for the original risk groups.

To avoid statistical bias due to the inclusion of patients
submitted to differentintensity treatments, EFS was analyzed
separately for each risk group. No differences were observed
among the patients who received low-intensity treatment:
the only relapsed patient had < four IAA and was originally in
the favorable risk group (p = 0.4). Conversely, in the group
of intensively treated patients, results were comparable to
those observed in the whole group (93.5 vs. 62.5% of EFS,
adjusted favorable and unfavorable risk groups, respectively;
p = 0.003). A Cox regression was performed in the intensive
treatment group, reinforcing the independent prognostic
impact of the adjusted risk group for unfavorable disease
(HR 6.7, 95%CI 1.07-42.1; p = 0.04).

Forty-six patients responded to recall for late effect
screening. Thirty patients (65%) exhibited some kind of late
effects, cardiotoxicity and endocrine dysfunction being the
most frequent. Four children developed a second neoplasm
(chondrosarcoma, thyroid carcinoma, rhabdomyosarcoma
and myelodysplastic syndrome, respectively) (Table 2). Most
patients with late effects were in the original unfavorable
risk group (21/30, 70%). Fourteen of the 31 children (45%)
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Table 1 -  Clinical and histological characteristics of Hodgkin’s lymphoma patients
Cases analyzed EFS Univariate
Variable n (%) % (no. events/total) analysis
Age (years)
Median (range) 11 (2-18) p=0.2
<10 30/69 (43.5) 80 (6/30)
> 10 39/69 (56.5) 92.3 (3/39)
Sex p=0.1
Male 49/69 (71) 89.8 (5/49)
Female 20/69 (29) 80 (4/20)
Anemia p = 0.06
Yes 23/59 (39) 78.3 (5/23)
No 36/59 (61) 94.4 (2/36)
LDH
Median p=0.2
Normal 30/59 (50.8) 93.3 (2/30)
High 29/50 (49.2) 86.2 (4/29)
ESR
Median (range) 59.5 (2-140) p=0.2
Normal 18/59 (30.5) 100 (0)
High 41/59 (69.5) 87.8 (5/41)
Number of anatomic areas
Median (range) 2 (1-8) p = 0.0005
<4 52/69 (75.4) 94.2 (3/52)
>4 17/69 (24.6) 64.7 (6/17)
Stage p = 0.002
I 7/69 (10.1) 100 (0)
I 29/69 (42) 89.7 (3/29)
111 28/69 (40.6) 89.3 (3/28)
v 5/69 (7.2) 40 (2/5)
B symptoms p=0.1
Yes 22/69 (31.9) 83 (8/47)
No 47/69 (68.1) 95.5 (1/22)
Risk group p=0.1
Favorable 22/69 (31.9) 95.5 (1/22)
Unfavorable 47/69 (68.1) 83 (8/47)
Histopathological diagnosis p=0.8
Nodular sclerosis 51/69 (73.9) 88.2 (6/51)
Mixed cellularity 17/69 (24.6) 82.4 (3/17)
Lymphocyte-depleted 1/69 (1.4) 100 (0)

EFS = event-free survival; ESR = erythrocyte sedimentation rate; LDH = lactate dehydrogenase.
B symptoms = fever > 38 °C for at least 3 consecutive days, night sweats and loss of weight.

reallocated from the original unfavorable risk group to the
favorable risk group based on the number of IAA exhibited
late effects (p = 0.005)

Discussion

In respect to clinical outcome, our results with a
risk-adapted, homogeneously treated group of patients
achieved survival rates comparable to those obtained in
developed countries2:524:25 and in the most developed
region of Brazil.2! The late effects were also similar to
those described in other studies that treated children
with the same protocols.1-¢ With the current risk-stratified
treatment for HL, long-term disease-free survivals (DFS)

were 85 to 100% in patients with early-stage disease, and
more than 60% in those with advanced disease.2® The
German Hodgkin Study Group showed an improvement
of survival for patients with advanced stages when more
intensive treatments were applied.* However, it is well
known that higher survival rates are accompanied by late
effects of treatment, mostly in patients treated during
childhood.5 For example, the excellent results reached in
high stages by the German Hodgkin Study Group were
associated with a higher frequency of secondary acute
myeloid leukemia/myelodysplastic syndrome.# Thus, it
is accepted that the challenge today in HL treatment
is to minimize late toxicity without compromising the
excellent survival rates.
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Figure 1 - Survival analysis

Table 2 - Distribution of patients with late effects by risk group

Risk group™

Late effects Affected/evaluated patients (%) Favorable (%) Unfavorable (%)
Cardiotoxicity 18/37 (48.6) 4/18 (22.2) 14/18 (77.8)
Endocrine alterations 9/40 (22.5) 3/9 (33.4) 6/9 (66.6)
Bone alterations 1/40 (2.5) 1/1 (100) 0
Pulmonary toxicity 2/40 (5) 1/2 (50) 1/2 (50)
Renal toxicity 2/40 (5) 1/2 (50) 1/2 (50)
Audiologic alterations 2/40 (5) 0 2/2 (100)
Cosmetic alterations® 6/44 (13.6) 2/6 (33.3) 4/6 (66.7)
Second neoplasm 4/44 (9.1) 2/2 (50) 2/2 (50)
Total 30/46 (65.2) 9/30 (30) 21/30 (70)

* Original risk group (without number of involved anatomic sites reallocation).
t Atrophy of skin secondary to radiotherapy.
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Figure 2 - Adjusted risk groups by number of IAA

It was showed that children with more than four IAA
had a 6.4-fold increased risk of unfavorable outcome.
The results agree with those of Vassilakopoulos et al.,
who showed a significant influence of this variable in DFS
prediction in adolescents and adults with advanced-stage
disease.10 Conversely, a previous study on childhood HL
did not show a significant effect of IAA on DFS.27 The
discordance between the results of this current study and
those reported by Oguz et al.2” might be due to the fact
that the latter study only considered the number of involved
nodal sites, suggesting that the number of total involved
sites (nodal and extranodal) may be a better predictor of
prognosis in pediatric HL.

The number of IAA may be a surrogate indicator
of tumor burden, a strong adverse prognostic factor
for HL albeit a difficult variable to quantify or even
estimate.27-31 Staging is unable to predict tumor burden
with more accuracy because it does not consider the
number of affected anatomic sites. For example, a stage
IIA patient with cervical and axillary nodes, both on
the same body side, would have a lower tumor burden
than another patient with no symptoms and cervical and
axillary bilateral involvement, who would also be staged
as IIA. Therefore, it is possible that some children with
advanced-stage disease are overtreated.® The results of
this study indicate that a subgroup of patients with better
prognosis can be identified among the unfavorable-risk
patients, based on tumor burden as defined by number
of IAA, and suggest that the main negative consequence
of tailoring chemotherapy based only on the stage and/or

risk group (stage combined with presence of B symptoms)
is the overtreatment of a group of patients stratified as
advanced-disease, without having a high tumor burden.

The limitation of this retrospective study is the absence of
early response evaluation by positron emission tomography,
a current conduct of the modern HL therapy, but not feasible
to all oncology centers from developing countries. Because
of this, studies that try to obtain the best methodology to
estimate the tumor burden and define therapeutic conducts
are still important.

The present study aimed, through a balance of risk
between treatment response and late effects in a carefully
followed cohort, to identify pretreatment factors for risk
adjustment in unfavorable disease. The number of IAA
is an easily obtainable clinical parameter that could be
potentially incorporated to stratify patients with the aim of
reducing late toxicity in pediatric HL. If re-stratification had
been applied in this study group, a considerable number
of children would have received less intensive treatment
and, consequently, could have had lower chances of late
effects. Undoubtedly, a prospective study is mandatory
to confirm if the proposed reallocation will modify the
survival rates.
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Cell cycle characteristics and Epstein—Barr virus are differentially
associated with aggressive and non-aggressive subsets of Hodgkin
lymphoma in pediatric patients
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Abstract

We investigated the correlation of tumor characteristics with clinico-biological markers of aggressive disease, evaluated by
Ann Arbor stage, risk group, B-symptoms, number of involved anatomic areas, mediastinal mass, nodular sclerosis (INS)
grade, and risk, in pediatric Hodgkin lymphoma (HL). Leukopenia and extranodal disease influenced event-free survival
(»=0.032 and p =0.042). In multivariate analysis, extranodal disease was associated with high number of tumor-infiltrating
eosinophils (»p=0.035) and Ki67 < 50% (p=0.024); B-symptoms with Ki67 >75% (p=0.027) and high LDH levels
(»=0.001); and mediastinal mass with leukopenia (p=0.048), NS grade II (p=0.025), and high-risk (p=0.046).
Furthermore, low stages correlated with Ki67 >50% (p =0.005) and Epstein—Barr virus (EBV) (p =0.065). Low-risk NS was
associated with EBV (p=0.014). Hierarchical cluster analysis identified two clusters, one composed of high-risk patients and
cell cycle and apoptosis features, and the other including low-risk patients, EBV, and low-risk NS. Our results show the
association of biological markers with disease aggressiveness in pediatric HL.

Keywords: Hodgkin lymphoma, childhood, nodular sclerosis, p53, proliferative index, EBV

contributed to the disappearance of prognostic

Introduction factors [5], the histological grading of nodular

The present risk-adapted therapy for pediatric
Hodgkin lymphoma (HL) allows excellent survival
rates, although with increasing late effects [1], i.e.
cardiotoxicity and secondary leukemia or myelodys-
plastic syndrome [2,3]. Thus, the development of
strategies to reduce treatment related morbidity
without reducing the cure rate is a current goal in
the treatment of pediatric HL [4]. Clinical and
biological factors that allow identification of patients
who may accept a reduction of treatment intensity
could be used to guide such therapeutic strategies.
However, the current treatment efficiency has

sclerosis (NS) being a classic example [6].

Disease aggressiveness can be defined on histolo-
gical and clinical bases and is influenced by defects in
cell cycle and apoptosis pathways [7,8], although few
of these characteristics are, in the current state of HLL
treatment, of prognostic value [8]. Epstein—Barr
virus (EBV) is pathogenically related to a fraction
of HL cases [9], but its influence on tumor
characteristics is only recently starting to emerge
[10,11]. It is likely that with a reduction of treatment
intensity, factors at present not associated with
differences in survival could negatively influence
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treatment response. On the other hand, identification
of factors associated with low aggressiveness, for
instance associated with the tumor microenviron-
ment, could help in the design of future therapies
[12]. With this in mind, we sought to identify
patterns of histological, immunophenotypic, and
cell cycle factors as well as EBV status that can be
related with clinical and biological variables classi-
cally associated with aggressive disease in pediatric
HL at diagnosis.

Materials and methods
Patients and treatments

One hundred and four children and adolescents (up to
18 years old) diagnosed with classical HL. at the
Instituto Nacional do Cancer (INCA) between 1999
and 2006 were included in this study, based on the
availability of formalin-fixed paraffin-embedded tissue
and complete clinical data for retrospective analysis.
Pre-treatment factors evaluated for disease aggressive-
ness were age-group (<10 years vs. > 10 years), Ann
Arbor stage, presence of B-symptoms and mediastinal
mass, number of involved anatomic areas (IAAs)
(nodal and extranodal), presence of anemia (chil-
dren < 12 years: Hb < 12 g/dL; male 12-18 years:
Hb < 13.5 g/dL; female 12-18 years: < 11.5 g/dL),
leukocyte count, leukopenia (<4000 leukocytes/
mm°) and lymphopenia (<800 lymphocytes/mm?),
high erythrocyte sedimentation rate (ESR) (> 13 mm/
h), lactate dehydrogenase (LDH) (>480 U/L), and
fo-microglobulin (> 1.73 mg/dL). Evaluation of IAAs
was performed as described [3]. Disease risk was
classified as favorable (I, IIA, IIIA) or unfavorable
(IIB, IIIB, IV). All patients received doxorubicin-
containing chemotherapy. The ABVD protocol
(adriamycin, bleomycin, vinblastine, and dacarbazine)
was administered to 46 children (48.4%) and the
German protocol HD90 to 49 children (51.6%). Low-
dose involved-field radiotherapy was administered to
all patients as proposed by the protocols. This study
was approved by the INCA Ethics Commiittee.

Histology

Diagnosis of classical HL. was established by mor-
phologic criteria according to the World Health
Orgamization classification of tumors (WHO classifica-
tion) [13]. All cases were independently reviewed by
two pathologists (M.H.M.B. and E.D.M.); the
discordant cases were analyzed in a double-head
microscope until a diagnostic consensus was
reached. The numbers of neoplastic cells, mitoses,
and eosinophils were determined in 10 high-power
fields (hpf). The NS subtype was graded according to

the British National Lymphoma Investigation
(BNLI) as grade I (NS-GI) or II (NS-GII) [14].
Additionally, NS was classified as high- (NS-HR) or
low-risk (NS-LR) based on eosinophil count, cell
atypia, and lymphocyte depletion, as described by
von Wasielewski et al. [15]. The interfollicular
pattern was defined as the presence of frequent
residual follicles or extensive follicular hyperplasia
with interfollicular tumor infiltrate [16].

Tissue microarray design

Paraffin blocks of 94/104 cases were suitable for tissue
microarray (TMA) construction. A tissue arrayer
device (Beecher Instruments, SilverSpring, MD,
USA) was used to assemble the TMA block. In each
case, two 1 mm diameter cores, selected from two
different representative tumor areas, were included.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical (IHC) staining was per-
formed on TMA sections using CD30 (clone Ki-1,
dilution 1:40), CD15 (clone C3D-1, 1:50), CD20
(clone 1L.-26, 1:1000), p53 (clone DO-7, 1:500), p21
(clone SX118, 1:50), Bcl2 (clone 124, 1:50), and
Ki67 (clone MIB-1, 1:100) antibodies, all from Dako
(Glostrup, Denmark). After incubation, immunode-
tection was performed with an LSAB (labeled
streptavidin-biotin; Dako) visualization system or
EnVision kit (Dako) (for CD30 and Bcl2 immunos-
taining).

A case was considered positive for CD30, CD15, or
CD20 whenever any Hodgkin/Reed—Sternberg (H/
RS) cell showed specific staining, according to the
criteria of the WHO classification [13]. Positivity for
p53 and p21 expression was defined when specific
staining was detected in more than 50% of tumor cells,
while Bcl2 cut-off was set at 10%, as described [8,17—
19]. External and internal controls included in the
TMA were taken into consideration to interpret
stains. The combined expression of p53 and its
downstream effector p21 was also used to classify
cases according to p53 functionality [20,21], into the
following categories: I, p53—/p21—; II, p53+/
p21+; III, p53—/p21+; IV, p53+/p21—. Cases
exhibiting patterns II and III were considered to bear
a functional p53. Detection of Ki67 in more than
50% of H/RS cells defined a high proliferative index
(PI), while expression >75% defined a very high PI.

EBYV detection

EBV association was determined by i sizu hybridiza-
tion (ISH) with fluorescein-conjugated probes to
EBV-encoded RNAs (EBERs) (EBER-ISH) as



described [22], and immunodetection of the latent
membrane protein 1 (LMP1) by IHC (clones CS1-
4, 1:50; Dako). Positivity of lymphoma for EBV was
defined when any H/RS cell showed nuclear EBER
hybridization signals and/or membrane LMP1 im-
munostaining.

Statistical analysis

Pearson’s y%, Fisher’s exact test, and logistic regression
were used to test association between dichotomous
variables, categorized according to the median values
of quantitative traits and the above-described cut-offs
for protein expression. Differences were considered
significant at p < 0.05 in two-tailed tests. Hierarchical
cluster analysis using average linkage and binary
simple matching measure allowed exploration of the
structure of association among variables and markers
of disease aggressiveness. Complete remission (CR)
was defined as absence of disease after the end of
therapy. Partial remission, lack of response, and
progressive disease were considered as ‘treatment
failure.” Event-free survival (EFS) was the interval (in
months) from diagnosis to relapse or death, or,
alternatively, to the last follow-up. Overall survival
(OS) refers to the lapse (in months) from diagnosis to
death or last follow-up. Survival distributions were
estimated by the Kaplan—Meier method [23], and
differences were compared using the log-rank test
[24]. Multivariate Cox proportional hazard regression
analysis was used to determine the independent
prognostic factors influencing EFS. Data were ana-
lyzed using Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) software 13.0.

Results
Clinical and histological characteristics

Of the 104 patients, 68 (65.4%) were male and 36
(34.6%) female (M:F, 1.8:1). Ages ranged from 3 to
18 years (median 14 years), with 72.1% (75/104) in
the > 10 years group. The number of IAAs ranged
from 1 to 9 (median 3). A predominance of low
stages (I/II) (11.2% and 49%, respectively) was
observed in comparison with high stages (III/IV)
(28.6% and 11.2%, respectively). Similarly, 54.1% of
patients were located in the favorable-risk group.
Extranodal disease was observed in 11.2% (11/98) of
cases. The main clinical characteristics of the patients
are summarized in Table I.

Nodular sclerosis (NS) was the predominant his-
tological subtype (85.1%) (Table II and Figure 1),
with 62.8% of cases having NS-GI and 37.2% having
NS-GII. CD30 and CD15 were expressed by most
cases, whereas CD20 was positive in only 25/94
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Table I. Summary of associations between clinical characteristics
and event-free survival (EFS) in cases of Hodgkin lymphoma.

Cases with
Cases complete EFS Univariate
Variable analyzed follow-up (%)  analysis
Age (years)
Median (range) 14 (3-18)
<10 29/104 (27.9%) 25/93 72.0 No
(»=0.59)
>10 75/104 (72.1%) 68/93 77.9
Sex
Male 68/104 (65.4%) 59/93 74.6 No
(»=0.67)
Female 36/104 (34.6%) 34/93 79.4
Number of sites
Median (range) 3 (1-9)
<4 58/97 (59.8%) 55/91 83.6 Borderline
(p=0.083)
>4 39/97 (40.2%) 36/91 69.4
Mediastinal mass
Yes 64/98 (65.3%) 59/92  178.0 No
(p=0.90)
No 34/98 (34.7%) 33/92  75.8
Stage
1 11/98 (11.2%) 10/92  90.0 No
(p=0.15)
II 48/98 (49.0%) 44/92  79.5
111 28/98 (28.6%) 27/92 77.8
v 11/98 (11.2%) 11/92 54,5
Extranodal site
Yes 11/98 (11.2%) 11/92 54.5 Yes
(»=0.032)
No 87/98 (88.8%) 81/92  80.2
B-symptoms
Yes 51/98 (52%) 48/92 75.0 No
(»=0.82)
No 47/98 (48%) 44/92  79.5
Risk group
Favorable 53/98 (54.1%) 49/92 81.6 No
(p=0.21)
Unfavorable 45/98 (45.9%) 43/92  72.1

(26.6%) (Table III and Figure 1). Analysis of the p53/
p21 balance revealed 37/78 (47.4%) cases with a non-
functional p53 pathway. It is worth noting that all
p53 +/p21 — (pattern IV) showed p53 accumulation
in>75% of the cells. Bcl2 was positive in 44/84
(52.4%) patients, while a high PI (Ki67 > 50%) was
observed in 53/87 (60.9%) cases (Table III).

EBV RNA (EBER) was detected in H/RS cells in
43/98 patients (43.9%), with LMP1 expression
ranging from 10 to > 75% H/RS cells (Table II and
Figure 1).

Therapeutic response

Response to treatment was evaluated in 93 patients;
71 cases (76.3%) had finished the treatment and did
not relapse, while 18 (19.35%) relapsed after the end
of the treatment and four (4.35%) showed disease
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Table II. Summary of associations between histological characteristics and Epstein-Barr virus (EBV) status and event-free survival (EFS) in

cases of Hodgkin lymphoma.

Variable Cases analyzed Cases with complete follow-up EFS (%) Univariate analysis
Histopathological diagnosis*
Nodular sclerosis 86/101 (85.1%) 80/90 76.3 No (p=0.66)
Mixed cellularity 10/101 (9.9%) 7/90 71.4
Lymphocyte-depleted 5/101 (5.0%) 3/90 100.0
Grade of nodular sclerosis (BNLI)
1 54/86 (62.8%) 50/80 72.0 No (p=0.18)
II 32/86 (37.2%) 30/80 83.3
Risk of nodular sclerosis
Low risk 48/86 (55.8%) 45/80 75.6 No (p=0.67)
High risk 38/86 (44.25%) 35/80 77.1
Number of H/RS cells
Median (range) 64 (2-713)
<64 50/101 (49.5%) 46/90 84.1 Bordetline (p=0.070)"
> 64 51/101 (50.5%) 44/90 69.6
Number of mitoses
Median (range) 2 (0-51)
<10 89/101 (88.1) 81/90 75.3 No (p=0.36)
>10 12/101 (11.9) 9/90 88.9
Number of eosinophils
Median (range) 36 (0-3600)
<36 53/102 (52.0%) 47/91 76.6 No (p=0.91)
>36 49/102 (48.05) 44/91 71.3
EBYV association
Yes 43/98 (43.9%) 36/88 86.1 Borderline (p=0.082)
No 55/98 (56.15) 52/88 69.2

*One case with diagnosis performed in the bone marrow biopsy.
TSignificance valid only for high-risk patients.

BNLI, British National Lymphoma Investigation; H/RS, Hodgkin/Reed—Sternberg.

progression during treatment. Median length of
follow-up was 68 months (1-129 months; the last
patient included had 27 months of follow-up). The
OS at 24 and 60 months was 95% and 88%,
respectively; the EFS for the same periods was 86%
and 78% (Figure 2). No differences in EFS and OS
were observed in patients treated with ABVD and
HD90 protocols (p=0.98 and p =0.7, respectively).

In the univariate analysis, extranodal disease,
leukopenia, and Bcl2-positivity in the favorable-risk
group impacted negatively on EFS (p= 0.032,
p=0.041, and p=0.048, respectively) (Tables I,
III, and IV); leukopenia and extranodal disease
maintained the prognostic impact in Cox regression
(95% confidence interval [CI] 0.10-0.90, p =0.023;
and 95% CI 0.11-0.95, p=0.025, respectively)
(Table V). High number (>4) of IAAs and lack of
EBV in H/RS cells showed a borderline association
with an unfavorable clinical response in the uni-
variate analysis (p=0.083 and p=0.082, respec-
tively) (Tables I and II).

Association and clustering of clinical and biological
variables

With the aim of determining whether clinical and
histological/IHC variables routinely assessed in HL.

patients could be associated with distinct subsets of
aggressive disease (stage, risk group, B-symptoms,
number of IAAs, mediastinal mass, NS grade, and NS
risk), univariate analyses were carried out, and are

summarized in Tables SI and SII (see ‘Appendix’). @

After that, multivariate analyses were used to confirm
the associations observed in the univariate analyses.

Patients with low (I/II) and high stages (III/IV)
differed in biological characteristics (Tables SI and
SII). A high PI was shown to be associated with low-
stage disease in multivariate analysis (p=0.005)
(Table VI). Presence of B-symptoms was signifi-
cantly associated with a very high PI (>75% Ki67 +
H/RS cells) and high LDH levels, in univariate and
multivariate analysis (p =0.027 and p=0.001, re-
spectively) (Tables SI, SII, and VI).

A high number of IAAs was associated with f,-
microglobulin levels in multivariate analysis
(»=0.029) (Tables SI and VI). The presence of a
mediastinal mass was associated with leukopenia, NS
grade, and NS risk in multivariate analysis
(»=0.048, p=0.025, and p=0.046, respectively)
(Tables SI and VI). The presence of extranodal
disease was related to a high number of eosinophils
(>36/10 hpf) and a low PI (Ki67 <50%) in
univariate and multivariate analyses (p =0.035 and
p=0.024, respectively) (Tables SII and VI).
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Figure 1. Histological and immunohistochemical characteristics. (A) Nodular sclerosis (NS) grade II (original magnification, x 40). (B)
Bone marrow biopsy showing infiltrating HL. ( x 40). In detail, H/RS cells ( x 400). (C) Case with high number of H/RS cells ( x 400). (D)
Case with high number of mitotic H/RS cells (arrow) ( x 400). (E) Case with high number of eosinophils ( x 400). (F) TMA slide, anti-MIB-
1 (Ki67) antibody. Brown immunostaining in H/RS cell nuclei (x40). (G) Case with p53 overexpression (x40). (H) Case with p21
expression (x 100). In detail, Hodgkin cell ( x 400). (I) Immunoexpression of LMP1 in H/RS cells of an EBV-associated HL case ( x 400).

BNLI NS-GII was associated with several vari-
ables, of which only the number of eosinophils
showed statistical significance in multivariate analysis
(»=0.033) (Tables SII and VI). When considering
the new NS grading system, the absence of EBV in
neoplastic cells characterized NS high-risk patients in
the multivariate analysis (Tables SII and VI).
Although some differences were observed in NS
grade and risk (26/32 NS-GII cases were classified as
NS-HR, 42/54 NS-GI cases as NS-LR), these
variables were statistically correlated (p < 0.0005).

Since univariate and multivariate analyses showed
a non-random distribution of clinical, histological,

immunohistochemical, and EBV characteristics, a
hierarchical cluster analysis was performed, which
identified two main clusters (Figure 3). Cluster I was
mainly composed of high-risk patients and cell cycle
and apoptosis features, associated with the NS
subtype. Cluster II included a group of variables
involving low-risk patients, B-cell differentiation
(CD20 expression), EBV, and low-risk NS.

Discussion

In this study, we present results for a risk-adapted,
homogeneously treated group of patients, who
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achieved survival rates comparable to those obtained
in developed countries [1,25-27] and in other
regions of Brazil [3,28]. In this group, we identified
a suite of biological markers associated with
clinical characteristics that may underlie disease
aggressiveness in HI. As largely described in
previous studies, we observed a lack of impact of
those factors on survival. In fact, in Cox regression,
only extranodal involvement and leukopenia main-
tained independent prognostic impact. Extranodal
involvement is an established prognostic factor
[29,30], but, different from previous studies
[17,18,31], we observed that leukopenia, and not
leukocytosis, at diagnosis exhibited an independent
prognostic impact. No correlation was detected
between leukopenia and extranodal disease and/or
bone marrow involvement.

Although clinical stage has been considered a
classical prognostic factor, in this pediatric series we
did not observe any association with EFS, in
agreement with previous studies [5,29,31,32]. In
our group, high stages (III/IV) were associated with
low PI, and cases with a high proliferating cell
fraction exhibited low stages. Conflicting reports
exist on the association between PI and stage
[33,34]. Our results confirm the findings of Dinand
et al. [35], suggesting that in children, HL with high
PI could represent a less aggressive disease.

The disease risk group also showed no prognostic
impact in this series. Although associations were
observed in the univariate analysis among disease risk
groups and many clinical, histological, and immu-
nohistochemical variables, only Bcl2-positivity main-
tained a trend of association with unfavorable-risk
group in the multivariate analysis. Bcl2 is an anti-
apoptotic protein, which was shown to be associated
with HL. worst outcome by several authors [17-19].

The presence of B-symptoms is an example of a
classical prognostic factor that lost the capacity to
predict relapse in many series [5]. In multivariate
analysis, we observed that the absence of B-symp-
toms was associated with very high PI and low LDH
levels. It can be hypothesized that the cycling fraction
of H/RS lost a ‘differentiation-like status,” with a
consequent down-regulation of the expression of B-
symptom-associated cytokines. In normal fibroblasts,
the proliferative status defines an ‘immature’ cell
moment, which stops collagen production; conver-
sely, differentiated, not dividing, cells are able to
produce large collagen amounts [36,37]. In that
sense, the association between extranodal involve-
ment and low PI would suggest that a low
proliferative activity is necessary for acquisition of
an aggressive disease phenotype by H/RS cells.

The presence of a mediastinal mass had no
prognostic impact, as was previously reported in

HL [3,31,38]. However, as observed in adult HL
[15], in this pediatric series, grade II and high-risk
NS were associated with mediastinal masses,
reinforcing the idea that NS grade and risk reflect
an important aspect of disease aggressiveness
[6,14,15]. In fact, the present analysis showed
that grade II NS was associated with variables
likely reflecting tumor burden, such as high
number of mitoses and p53-positivity, suggesting
that loss of functional p53, and consequently
perpetuation of the cell-cycle and propagation of
genetic defects, would favor the spread of H/RS
cells and hence a more disseminated disease [8].
NS grade II, as well as extranodal disease, was also
associated with a high number of intratumoral
eosinophils, which can contribute to the prolifera-
tive stimulation of CD30+ H/RS cells by CD30
ligand [39], reinforcing the idea that stimulation of
H/RS cells by the tumor microenvironment may
have an important role in unfavorable disease
phenotype acquisition.

The new grading system of NS proposed by von
Wasielewski er al. [15] showed no EFS impact in this
pediatric series. However, we observed that high-risk
NS was associated with features of a more aggressive
disease, such as the presence of a mediastinal mass,
higher number of neoplastic cells, and p53 accumu-
lation. An important and not yet described char-
acteristic was the association between low-risk NS
and presence of EBV (p=0.014). The von Wasie-
lewski grading system is based on characteristics of
the tumor microenvironment, such as eosinophilia
and lymphocyte depletion, as well as H/RS cell
atypia, suggesting that, in H/RS cells, EBV is able to
modulate the composition of the tumor microenvir-
onment.

Moreover, our cluster analysis, in addition to
distinguishing one group that included high-risk
patients and characteristics associated with cell-cycle
and proliferative status, identified a clustering of
mixed cellularity (MC) and low-risk NS patients, as
well as B-cell differentiation characteristics asso-
ciated with EBV. Chetaille er al. [11], in a study
combining expression profiles and microenviron-
ment composition, disclosed a pattern of ’inflamma-
tory’ Thl microenvironment and expression of
innate immunity and antiviral genes in EBV-asso-
ciated cases, indicating that, in HL, EBV actively
influences tumor microenvironment by recruiting
antiviral responses. This is in line with our results on
the association of EBV with low histological aggres-
siveness and with a trend to a better therapeutic
response in EBV + cases.

Thus, at present, it is well recognized that with
sufficiently intensive HL treatment, the prognostic
impact of many variables such as age-group [30],



Table III. Summary of associations between immunohistochemical
characteristics at diagnosis and event-free survival (EFS) in cases
of Hodgkin lymphoma.

Cases with
complete EFS Univariate
Variable Cases analyzed follow-up (%) analysis
CD30
Positive  85/92 (92.4%) 75/82 78.7 No (p=0.68)
Negative  7/92 (7.6%) 7/82 71.4
CD20
Positive  25/94 (26.6%) 22/84 81.8 No (p=0.62)
Negative 69/94 (73.4%) 62/84 77.4
Bcl2
Positive  44/84 (52.4%) 39/76 69.2 Yes (p=0.048)*
Negative 40/84 (47.6%) 37/76 78.4
p53
Positive  36/91 (39.6%) 35/82 82.9 No (p=0.12)
Negative 55/91 (60.4%) 47/82 70.2
p21
Positive  43/85 (50.6%) 39/77 76.0 No (p=0.48)
Negative 42/85 (49.4%) 38/77 71.1
p53-functional
Yes 43/85 (50.6%) 39/77 76.0 No (p=0.48)
No 42/85 (49.4%) 38/77 71.1
Ki67
>50%"  53/87 (60.9%) 48/78 75.0 No (p=0.80)
<50%"  34/87 (39.1%)  30/78  76.7

*Significance in low-risk patients.
Ki67 staining in Hodgkin and Reed—Sternberg cells.

Aggressive pediarric Hodgkin lymphoma 7
histological subtype [5], NS grade [6], and CD20
expression [40] are disappearing. However, our
results show the existence of histological, cell-cycle,
and viral factors related to aggressive subsets of
pediatric HIL. at diagnosis, which could reflect
differences in disease biology with a potential impact
on clinical behavior.

In a recent study of a different Brazilian pediatric
series [3], we showed that the presence of >4 IAAs,
which may be a surrogate indicator of tumor burden,
not included in the classical Ann Arbor staging
system, was associated with an unfavorable outcome.
We then performed a ‘post hoc’ re-stratification based
on the combination of classical staging criteria and
the number of IAAs. Most patients with late effects
were located in the original unfavorable-risk group
(70%); however, a significant number of them
(45%), reallocated from the original unfavorable-
risk group to a favorable-risk group, exhibited late
effects. In general terms, these results showed that a
subgroup of patients with better prognosis can be
identified among the unfavorable-risk patients, based
on tumor burden or aggressiveness characteristics,
and suggested that the main negative consequence of
tailoring chemotherapy based only on the stage and/
or risk group is the overtreatment of a group of
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Figure 2. (A) Overall survival of patients with HL.. (B) Event-free survival (EFS) of patients with HL.. (C) EFS according to the presence of
leukopenia. (D) EFS according to the presence of extranodal disease. (E) EFS according to the expression of Bcl2 in Hodgkin and Reed—
Sternberg cells (>10%) in the low-risk group of patients. *Statistical significance only for low-risk patients. (F) EFS according to Epstein—

Barr virus association.
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Table IV. Summary of associations between laboratory data at
diagnosis and event-free survival (EFS) in cases of Hodgkin
lymphoma.

Table VI. Multivariate analysis of significant biological character-
istics with respect to clinical and histological markers of aggres-
siveness.

Cases with
Cases complete EFS Univariate

Variable analyzed follow-up (%) analysis
Leukopenia

Yes 11/95 (11.6%) 10/92 50.0 Yes (p=0.041)

No 84/95 (88.4%) 82/92 79.3
Lymphopenia

Yes 25/95 (26.3%) 23/88 78.3 No (p=0.90)

No 70/95 (73.7%) 65/88 76.9
Anemia

Yes 67/96 (69.8%) 61/89 72.1 No (p=0.10)

No 29/96 (30.2%) 28/89 89.3

Lactate dehydrogenase
High 40/89 (44.9%) 36/83 72.2  No (p=0.55)
Normal 49/89 (55.1%) 47/83 78.7
Erythrocyte sedimentation
High 54/69 (78.3%) 53/67  77.4 No (p=0.80)
Normal 15/69 (21.7%) 14/67 78.6
p2-Microglobulin
High 37/46 (63.8%) 36/57 75.0 No (p=0.15)
Normal 21/46 (36.2%) 21/57 90.5

Table V. Cox regression of variables influencing event-free survival
in pediatric Hodgkin lymphoma series.

95% Confi-
Hazard dence interval
ratio, Significance,
Variable exp(f) p-value Lower  Upper
Extranodal disease 0.29 0.025 0.10 0.85
Leukopenia 0.28 0.023 0.09 0.83
Bcl2-positivity 0.63 0.35 0.24 1.65

patients stratified as advanced-disease, but having a
less aggressive disease. We are aware that with our
results from a retrospective study including a
relatively small number of patients, we are not able
to suggest an algorithm of risk assessment that
incorporates disease aggressiveness characteristics.
For that purpose, it would be necessary to prospec-
tively quantify, in frequency and prognostic impact,
the group of less aggressive HL. amidst the advanced/
high-risk disease (for instance, low-risk NS and
EBV + patients) and, vice versa, the group of
aggressive disease (for instance, patients with med-
iastinal mass and p53 accumulation) in the low-
stages/risk patients. This information could be useful
for planning a decrease of treatment intensity without
reducing the efficacy of current therapeutic strategies
for pediatric HL.

Declaration of interest: This work was supported
by the Swissbridge Foundation (Switzerland), a

95% Confi-
dence interval

Lower Upper

Variable p-Value bound bound
Stage
Age group 0.44 —0.27 0.62
Proliferative index 0.005 0.18 0.98
p21 >50% 0.48 —0.52 0.25
EBV* 0.065 —0.02 0.74
Risk group
Age group 0.77 —0.69 0.52
Anemia 0.40 —0.58 0.24
Erythrocyte sedimentation rate 0.68 —0.60 —0.40
p2-Microglobulin level 0.22 —0.63 0.15
Number of neoplastic cells/10 hpf’  0.10 —0.70 0.07
Nodular sclerosis grade 0.37 —0.20 0.53
CD20 0.61 —0.37 0.62
CD30 0.45 —1.64 0.75
Bcl2 0.064 —0.72 0.02
B-symptoms
Lactate dehydrogenase level 0.001 0.17 0.60
Proliferative index 0.027 —0.48 —0.03
Number of IAAs*
Lactate dehydrogenase level 0.85 —0.30 0.25
Anemia 0.97 —0.31 0.30
Erythrocyte sedimentation rate 0.14 —0.08 0.58
p>-Microglobulin level 0.029 0.39 0.69
Mediastinal mass
Age group 0.27 —0.57 0.15
Leukopenia 0.048 —0.89 —0.00
f>-Microglobulin level 0.22 —0.11 —0.47
Nodular sclerosis grade 0.025 —0.82 —0.06
Nodular sclerosis risk 0.046 0.00 0.75
EBV-association 0.098 —0.54 0.04
Extranodal involvement
Number of eosinophils/10 hpf 0.035 —0.30 —0.01
Proliferative index 0.024 —0.32 —-0.23
Nodular sclerosis grade
Age group 0.073 —0.29 0.62
Lymphopenia 0.080 —0.49 0.02
Mediastinal mass 0.92 —0.24 0.27
Risk group 0.80 —0.23 0.29
Number of eosinophils/10 hpf 0.033 0.02 0.51
p53 accumulation 0.066 —0.57 0.01
p21 0.67 —0.23 0.36
Nodular sclerosis risk
Age group 0.22 —0.11 0.49
Mediastinal mass 0.96 —0.26 0.25
Risk group 0.13 —0.05 0.43
Mitosis/10 hpf® 0.38 —0.67 0.24
EBV 0.014 0.06 0.58

*EBV, Epstein—Barr virus presence in Hodgkin/Reed—Sternberg
(H/RS) cells.

"hpf, high-power field.

*IAAs, involved anatomic areas.

¥Number of mitotic H/RS cells in 10 high-power fields.

Brazil-Argentina collaborative project (CAPES/Min-
CyT), and by the public Brazilian Agencies CNPq
and FAPER].
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cells; More64HR, >64 Hodgkin and Reed—Sternberg cells in 10 high-power fields; Mediasti, presence of mediastinal mass; HR_group, high-
risk group; Bcl2_m10,>10% Bcl2 + neoplastic cells; NS_GII, nodular sclerosis grade II, according to BNLI; NS_HR, nodular sclerosis
high-risk; p53_m50, >50% p53 + neoplastic cells; B_sympto, B-symptoms; MC, mixed cellularity; MorelOmi, >10 neoplastic cells in
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Abstract

Epidemiological patterns established about 20 years ago, divided classical Hodgkin
lymphoma (cHL) in three entities with regard to Epstein—-Barr virus (EBV) status and
histological subtypes and suggested different epidemiological patterns associated with
degree of economic development. Here, we investigated histopathological features and EBV
association in 100 consecutive pediatric cHL cases occurring in Rio de Janeiro (Brazil). Age
at diagnosis ranged from 3 to 18 years (median 14 years) with 27% of cases <10 years.
Unexpectedly, we did not observe an early childhood peak with most cases occurring in the
>10 years age group. Nodular sclerosis (NS) was the most frequent subtype (69 %) and was
more frequently observed in the >10 years age group, followed by mixed cellularity (MC,
23%) which was distributed equally between age groups. EBV was identified in 44.8% of
cases, without preferential association with age groups (<10 years vs. >10 years). MC cases
were independently associated with EBV infection of tumour cells (p =0.045) and with a
CD4/CD20 ratio <1 in the microenvironment (p =0.014). Our results suggest that a
gradual shift from childhood peak to early adulthood peak may be observed in developing
regions. The development of MC subtype may result from early exposure to EBV in the
context of an impaired immune system reflected by a CD4/CD20 ratio <1. Conversely, it is
possible that NS originates predominantly in the context of a better immune response
against EBV and/or tumour antigens expressed in the neoplastic cells. Copyright © 2011

John Wiley & Sons, Ltd.
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Introduction

Classical Hodgkin lymphoma (cHL) is derived from B
cells in the majority of cases and is classified according to
the World Health Organization as nodular sclerosis (NS),
mixed cellularity (MC), lymphocyte-depletion (LD) and
lymphocyte-rich (LR) histological subtypes [1,2]. cHL is
associated with Epstein—Barr virus (EBV) in a variable
number of cases [3].

Armstrong et al. [4] proposed a 3-disease model
based on age at presentation, histological type, and EBV
association. The first entity is largely an EBV-associated
disease of childhood, with higher incidence in developing
countries and is usually of MC subtype. Development
of cHL, in this case, is probably associated with early
exposure to EBV infection. The second entity predomi-
nantly affects older adults, and is also usually of the MC
subtype and EBV-associated. Its EBV association is likely
to be related to EBV reactivation events. The third entity
predominantly affects young adults, is more prevalent in
developed countries, usually of NS subtype, and not EBV-
associated.

Subsequently, three epidemiological patterns of the
disease were proposed, according to socioeconomic level:

Copyright © 2011 John Wiley & Sons, Ltd.

Pattern I is seen in poorly developed countries, showing an
early childhood peak, and a predominance of MC subtype;
Pattern II, observed in developing or transitional econ-
omies, displays both a childhood and a second decade
peak, and equal frequencies of MC and NS subtypes;
Pattern III is observed in developed countries and displays
a third decade peak and a predominance of NS over other
subtypes [5].

However, several lines of evidence suggest that these
epidemiological patterns are not tight and that transitions
may exist among the described forms of the disease.
Burkitt lymphoma (BL), another EBV-associated lym-
phoma frequent in childhood, shows a similar scenario. In
endemic regions (Equatorial Africa), BL is almost always
EBV-associated (endemic BL) while in others regions
EBYV association ranges between 10% and 30% (sporadic
BL). We have recently proposed that in Southeastern
Brazil, childhood BL exhibits an intermediate pattern, in
terms of EBV association and clinical features [6].

In this work, we have reviewed a series of cHL occurring
in children and adolescent originating in a region of
intermediate socio-economical development, and extend
previous work [7] with the aim of discussing aspects of
histopathogenesis and epidemiology of pediatric cHL.



Materials and methods

Patients and histology

One hundred consecutive children and adolescents (up to
18-year old) diagnosed with classical HL at the Instituto
Nacional do Cancer (INCA), Rio de Janeiro (Southeastern
Brazil), between 1999 and 2006, were included in this
study, based on availability of formalin-fixed paraffin-
embedded tissue. All the patients were from Rio de
Janeiro. The INCA is responsible for the treatment of the
majority of children and adolescents with cancer in Rio
de Janeiro. This study was approved by the INCA Ethics
Committee (Prot. 37/05).

Diagnosis of cHL was established by morphological and
immunohistological criteria, according to the WHO
classification [2]. All cases were independently reviewed
by two pathologists (M.H.M.B. and G.N.); the discordant
cases were discussed at a double-head microscope until a
consensus was obtained. A diagnosis of NS was rendered
when capsular fibrosis, fibrous bands emanating from the
lymph node capsule, and resulting nodularity were present
at least in parts of the affected nodes [8].

EBV determination and lymphocyte
immunophenotyping

EBV infection of HRS cells was detected by LMP1
immunohistochemistry (IHC) and in situ hybridization
with fluorescein-conjugated probes for the EBV-encoded
RNAs (EBER-ISH), as previously described [3]. IHC for
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the detection of CD4 (clone 1F6, Novocastra) and CD20
(clone L26, DakoCytomation) in infiltrating lymphocytes
of the tumor microenvironment was performed as
described [3]. The number of CD4 and CD20 lymphocytes
was determined per 1 mm? using the image analysis
software HISTO (Biomas, Elangen, Germany), as pre-
viously described [9]. Germinal centres, when present,
were not considered.

Results and discussion

The age at diagnosis ranged from 3 to 18 years (median
14 years) with 27% of cases <10 years. The male:female
ratio was 1.7:1 (64 males and 36 females). EBV was
associated with 43 of 96 (44.8%) informative cases.

NS was the most prevalent subtype (69%), followed by
MC (23%), LR (2%), LD (1%) and 5 unclassifiable cases
(Table 1).

MC subtype was similarly distributed in <10 years (12
of 23 cases) and >10 years age (11 of 23 cases) groups. By
contrast, 83.1% (54/65) of NS cases were diagnosed in
older children (p=0.01, x*; Table 1). With respect to the
presence of EBV in neoplastic cells, no differential
association was observed between age groups (Table 1).
As expected, EBV was more prevalent in the MC cases
(15 of 22 cases, 68.2%, p=0.016, Xz), but NS cases were
also frequently EBV-associated (26 of 67 cases, 38.8%;
Table 1).

A significant correlation between EBV association and
male gender was observed, similar to other studies [10,11]

Table I. Clinical, histological and lymphocyte characteristics of pediatric classical Hodgkin lymphoma according Epstein—Barr virus

and mixed cellularity status

(%) Epstein-Barr virus® p-value Histological subtypes p-value
Present (%) Absent (%) MC Others
Age (3—18 years, median 14)
<10 years 271100 (27) 15/43 (34.9) 12/53 (22.6) 0.18 12/23 (55.2) I5/77 (19.5) 0.002
>10 years 73/100 (73) 28/43 (65.1) 41/53 (55.2) ['1/23 (47.8) 62/77 (80.5)
Sex
Male 64/100 (64) 33/43 (76.7) 28/53 (52.8) 0015 16/23 (69.6) 48/77 (62.3) 0.6
Female 36/100 (36) 10/43 (23.3) 25/53 (47.2) 7/23 (304) 29177 (37.7)
Histopathological diagnosis
Nodular sclerosis 69/100 (69) 26/43 (60.5) 41/53 (77.4) 0019° NA NA NA
Mixed cellularity 23/100 (23) 15/43 (34.9) 7/53 (13.2)
Lymphocyte-depleted 17100 (1) 1743 (2.3) 0/53 (0)
Lymphocyte-rich 2/100 (2) 0/43 (0) 2/53 (3.8)
Unclassifiable 5/100 (5) 1743 (2.3) 3/53 (5.7)
Nodular sclerosis grade
Grade | 38/69 (55.1) 17126 (65.4) 20/41 (48.8) 0.18 NA NA NA
Grade I 31/69 (44.9) 9726 (34.6) 21741 (51.2)
CD4/CD20 ratio <1
Yes 48/81 (59.3) 23/34 (67.6) 24/45 (53.3) 0.1 18/21 (85.7) 30/60 (50) 0.005
No 33/81 (40.7) I'1/34 (32.4) 21/45 (46.7) 3/21 (14.3) 30/60 (50)

NA, not applicable.

2Epstein—Barr virus evaluable in 96/100 cases.
bSignificance in the comparison between nodular sclerosis and mixed cellularity subtype.
“CD4/CD20 ratio assessable in 81/100 cases included in this study.

4CD4/CD20 ratio assessable in 79/96 cases evaluated for EBV status.

Copyright © 2011 John Wiley & Sons, Ltd.
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which was not secondary to histological distribution
between male and female children. Recently, a differential
expression of HLA class II by HRS cells in male and
female patients with cHL has been described [11], which
might be related to control of EBV infection and
consequently might facilitate the development of EBV-
associated cHL in male patients.

In poorly developed regions, pediatric cHL predomi-
nantly affects younger children (<10 years) (43.75-
76.4%), is MC in the majority of cases (32.7-78.8%)
and is commonly EBV-associated (48-100%) [12-27].
In developed countries, pediatric cHL affects adolescents
(34.6-85%), is NS in the majority of cases (29.5-65%)
and is less frequently EBV-associated (31-58%)
[4,10,13,14,18,24,28-36] (Table S1 supplemental data).
We investigated a series of pediatric cHL cases from a
region with intermediate development. In contrast to cases
from poorly developed areas, we observed more cases
in the older group (>10 years), a striking prevalence of
NS histological type and an intermediate rate of EBV-
association suggesting a pattern shift from that seen in
poorly developed regions towards a developed region
pattern. Of note, we observed a relatively high rate of EBV
infection in HRS cells of NS cases (Table 1).

Interestingly, analysis of age distribution revealed that
there were only relatively few cases occurring in children
<10 year of age. Thus, we did not observe the expected
peak in young children. Subsequently, the number of cases
increased with age in direction of the peak, typically seen
in young adults in Brazil and in developed countries
[37,38] (Figure 1), and this shift was almost entirely due to
an increase in NS cases. Therefore, we propose that
pediatric cHL in Southeastern Brazil does not belong to
one of the epidemiological pattern proposed by Armstrong
et al. [4] and Harris [5], and is in marked contrast with
the pediatric cHL from Northeastern Brazil (a less well-
developed region) that shows EBV-association in about
87% of cases and prevalence of MC subtype characteristic
of an epidemiological pattern I [39]. We propose that
higher socioeconomical level observed in some regions

Number of Cases

T T T T T T T T T T T
3 4 5 B 7 B a 10 1" 12 13 14 15 16 17 12

Age

Figure 1. Line chart showing the distribution of the number of
cases by age. There is an increase in the number of cases with age

Copyright © 2011 John Wiley & Sons, Ltd.

in developing countries can promote a mix of cultural,
environmental and health factors characterized by early
EBV infection, an improving functional status of the
immune system and a decrease of other infectious diseases
in children, which may contribute to the development
of cHL in adolescents. In fact, about 70% of children
<9 years from Southeastern Brazil have antibodies against
virus capsid antigen from EBV [40,41]. This would be the
scenario where cHL displays a prevalence of NS, an
intermediate frequency of EBV-association between rich
and poor countries, and a higher frequency of EBV-
associated NS cases, as observed in our patient series.

It has been demonstrated that in AIDS patients relatively
higher numbers of peripheral blood CD4+ T cells are
associated with an increased risk of developing cHL [42],
suggesting that a certain minimal immune response may be
required for the development of cHL. Furthermore, AIDS
patients with higher numbers of CD4+ peripheral blood T
cells preferentially develop NS while MC is more common
at lower CD4 counts [42]. In addition, it has been shown
that children display higher numbers of CD20+ lympho-
cytes in peripheral blood in relation to CD4+ lymphocytes
when compared to adults [43,44]. Based on these
observations we have speculated that the prevalence of
cHL and the distribution of cHL histotypes may relate to
the numbers of CD4+ and CD20+ lymphocytes. To verify
this hypothesis, we determined the number of CD4+ T
cells and CD20+ cells/mm? in cHL lymph nodes. While
we did not have detailed information regarding the
differential lymphocyte counts in the peripheral blood of
our patients, we found that children with lymphopenia at
diagnosis had lower numbers of CD4+ lymphocytes/mm?
in the tumour microenvironment (median with lympho-
penia 70 vs. 187 without lymphopenia, p =0.001; Mann—
Whitney U-test) suggesting that at least the number of
CD4+ T cells in the tumour microenvironment may reflect
in part the situation in the peripheral blood.

Overall, we found between 1 and 624 (median 155)
CD4+ T cells/mm? and between 1 and 885 (median 196)
CD20+ B cells/mm?. The number of CD4+ lymphocytes/
mm? increased with age but this was not statistically
significant (p =0.9, Spearman’s correlation), while the
number of CD20+ lymphocytes/mm? showed statistically
significant decline (p=0.015, Spearman’s correlation),
resulting in a significant shift of the CD4/CD20 ratio
(Figure 2). In our series, MC cases displayed lower
numbers of CD4+ lymphocytes/mm? (median MC 108 vs.
188.5 in other subtypes, p =0.048; Mann—Whitney U-
test), higher numbers of CD20+ lymphocytes/mm”
(median MC 281 vs. 182.5 in other subtypes, p =0.046;
Mann—Whitney U-test) and a CD4/CD20 ratio <1 in most
cases (p=0.005, Fisher’s exact test), indicating that a
small number of CD4+ T cells in comparison to CD20-+
lymphocytes in the tumor microenvironment is associated
with MC subtype (Table 1; Figure 2). Although we did not
have any information regarding the numbers of CD4+- and
CD20+ cells in the peripheral blood of our patients, our
data are well in line with previous studies [43,44] and with
the concept that the number of lymphocytes that are
recruited to the tumor microenvironment may be

Hematol Oncol (2011)
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Figure 2. (A) Correlation between age and the number of CD4+ lymphocytes/mm?. An increase of the number of CD4+ cells with
age is seen, although this correlation is not statistically significant (p = 0.9, Spearman’s correlation). (B) Distribution of the number of
CD4+ lymphocytes/mm? by age group. (C) Correlation between age and the number of CD20+ lymphocytes/mm?. There is a
statistically significant inverse correlation between these variables (p =0.015, Spearman’s correlation). (D) Distribution of the number

of CD20+ lymphocytes/mm? by age group

influenced by the number of these cells in the peripheral
blood [45].

No differences were observed regarding these variables
and EBV status of HRS cells. In multivariate analysis, MC
was associated with the presence of EBV (p =0.045, 95%
CI: 0.00-0.38) and a CD4/CD20 ratio <1 (p =0.014, 95%
CI: —0.43 to —0.05).

Our hypothesis is that MC development in children is
not a direct consequence of early EBV infection because
most Brazilian children from all regions are primarily
exposed to EBV at a young age [40,41,46]. Instead,
MC histopathogenesis might take place in the context
of particular immune responses against EBV reflected by
a low CD4+ T cell/CD20+ B-cell ratio. Conversely, it is
possible that NS originates predominantly in the context of
a better immune response against EBV and/or tumour
antigens expressed in the neoplastic cells.

In conclusion, intermediate epidemiological patterns of
cHL may exist in developing countries. The MC subtype in
children may be a consequence of primary EBV infection
in the context of an impaired immune system.

Copyright © 2011 John Wiley & Sons, Ltd.
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