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1. Introdugao

O linfoma de Hodgkin € uma neoplasia com alto potencial curativo, com
taxas de remissdo em torno de 80-90% dos pacientes tratados!’?. O
estadiamento ainda € o principal fator determinante na avaliagdo deste
prognostico e na escolha da terapia destes pacientes®4).

Baseado na classificacdo de Ann Arbor associado a presencga de outros
fatores de risco clinicos (tais como presenga de massa volumosa, elevagao da
velocidade de hemossedimentagédo, numero de grupos linfonodais acometidos e
presenca de doenga extranodal), o estadiamento é capaz de estratificar estes
pacientes em trés grupos de risco com propostas de planejamento de terapia
distintas: doenca localizada sem fatores de risco, doencga localizada com fatores
de risco ou estagio intermediario e doenga avangada(*2).

Nos pacientes com doenga avangada, O escore prognostico
internacional (IPS) foi desenvolvido com intuito de subclassificar este grupo e ser
capaz de identificar aqueles com sobrevida livre de progressao (SLP) distintas
baseado na presenca de sete fatores de risco. A presenga de albumina < 4.0
g/dL, hemoglobina < 10.5 g/dL, sexo masculino, idade igual ou superior a
45anos, estadio 1V, leucocitose superior a 15.000/mm3 e linfopenia (contagem
de linfécitos <600/mm3 ou <8% do total de leucdcitos) de forma independente
mostrou uma redugdo na SLP de 84% chegando até 42% no grupo que

apresentava cinco ou mais fatores®).

Apesar da estratificacdo da terapia atual destes pacientes e da alta taxa
de remissdo, ainda encontramos recaida em cerca de 15% dos pacientes
classificados como doencga localizada e em até um ter¢co dos pacientes com
doenga avangada. Estes casos estdo associados a pior progndstico a despeito
das terapias subsequentes. Se estes pacientes pudessem ser identificados no
momento do diagndstico, poderiamos antecipar esta progressao e direcionar um

tratamento personalizado a este subgrupo(®).

Nos ultimos anos, tem-se discutido o impacto do microambiente tumoral
na resposta a terapia destes pacientes, em especial no linfoma de Hodgkin,
neoplasia que tem a histologia caracterizada pela presencga de poucas células

de Reed-Sternberg e de Hodgkin (HRS) circundadas por grande infiltrado
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inflamatorio. A despeito deste infiltrado inflamatério composto de linfécitos,
macroéfagos, eosinofilos, entre outras células, a HRS, através de vias de
sinalizagao, & capaz de livrar-se do controle imunoldgico do individuo. Entender
a complexa interagdo entre estas células sera clinicamente relevante no
desenvolvimento de terapias capazes de interromper este ciclo(®.

A infecgao pelo virus Epstein-Barr (EBV) também é constantemente
associada ao linfoma de Hodgkin apesar de ndo ter sua relagdo causal e
prognostica bem estabelecida. Esta associagao varia conforme a localidade da
populagédo estudada, sexo, idade e tipo histologico de LH®%). No Brasil, um
levantamento recente de casos com diagnoéstico de LH identificou que esta
infeccdo vem se reduzindo ao longo dos anos, de forma ainda mais intensa nos
pacientes jovens abaixo de 45 anos. Esta redugdo ocorreu em ambos 0s sexos,
tanto em pacientes com doencga localizada como naqueles com doenca
avangada. Em relagéo ao tipo histologico, houve uma predominéncia de casos
naqueles classificados como celularidade mista. Este fenbmeno provavelmente
se deve a melhoria do padrao social e econdmico na populagéo'".

O impacto prognéstico da presenga de EBV no LH é um tema bastante
divergente na literatura('>-'%). Alguns dos motivos para essa divergéncia podem
estar relacionados com as diferentes populagcdes estudadas, ao pequeno
numero da amostra dos estudos impactando na avaliacdo estatistica dos
resultados, bem como a mediana de idade dos trabalhos e diferentes métodos
utilizados para detecgdo da infecgdo pelo EBV(16:17),

Outro aspecto observado nos pacientes com LH foi o impacto do status
socioecondmico na sobrevida global. Em levantamento realizado no Brasil por
Biasoli et al publicado em 2018 foi identificado que o baixo status
socioeconOmico esta independentemente associado a menor sobrevida global e
menor sobrevida livre de progressao('®). Esta associagcdo ja foi relatada
anteriormente, em 2006 por Soares et al que identificou neste grupo de pacientes
com baixo status socioecondmico, uma tendéncia a menor taxa de remisséo

completa(™®).

A identificagdo de marcadores que possam predizer o progndstico
destes pacientes e identificar o subgrupo que sera refratario a terapia padrao se
mostra de suma importdncia na abordagem terapéutica diferenciada desta
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populagao evitando terapias ineficazes que agregam toxicidade e possibilitando
a busca por uma medicina personalizada eficaz.
2. Linfoma de Hodgkin
2.1. Histoéria

Em 1832, Thomas Hodgkin publicou pela primeira vez a descricdo de
achados de uma morbidade em sete pacientes que causava o aumento de
linfonodos e figado®@?. Posteriormente, Wilks, ao descrever casos semelhantes,
denominou esses achados como “doenga de Hodgkin"?"). Em 1898 e 1902, Carl
Sternberg e Dorothy Reed, de forma independentes, descreveram a célula
tipica da doenga de Hodgkin, caracteristicamente binuclear ou multinuclear sem
entretando reconhecer sua origem neoplasica. Apenas em 1942, Gall e Mallory
incluiram em seu estudo casos com doenga de Hodgkin como um processo
neoplasico e, logo apods, Jackson e Parker propuseram a primeira classificagdo
do tumor®, Esta classificagdo dividia os linfomas de Hodgkin em
paragranuloma, granuloma e sarcoma de Hodgkin. Devido auséncia da
correlagdo clinico patologica, especialmente dos linfomas definidos como
granuloma, esta classificagdo foi substituida. Em 1956, Smetana e Cohen
identificaram que alguns pacientes classificados previamente como doencga de
Hodgkin granulomatosa tinham achados de esclerose na patologia e um
prognoéstico melhor. Assim, foi identificada a “doenga de Hodgkin esclerose
nodular” na classificagdo de Lukes, Butler e Hicks em 1963(%). Foi ainda
proposto nesta classificagdo, uma nova subdivisdo dos tipos histologicos a
partir da caracterizagdo do seu fundo inflamatério: linfocitica/histiocitica
nodular, linfocitica/histiocitica difusa, mista, fibrose difusa, reticular e a ja
anteriormente citada esclerose nodular. Em 1966, durante a conferéncia de Rye
em Nova York, esta classificagdo foi simplificada com a identificacdo de 4
subtipos: predominio linfocitario, esclerose nodular, celularidade mista e

deplecio linfocitaria®4),

Mais recentemente, baseada nas caracteristicas fenotipicas, genéticas,
morfolégicas e clinicas, a classificagdo REAL (Revised European-American
Lymphoma), além de reconhecer a doenca de Hodgkin como uma neoplasia de
natureza linfoide e recomendar nomea-la como “linfoma de Hodgkin”, subdividiu

este linfoma em 2 grupos: linfoma de Hodgkin predominio linfocitico nodular e
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linfoma de Hodgkin classico. O linfoma de Hodgkin classico, por sua vez, foi
subclassificado em 4 tipos: esclerose nodular, celularidade mista, rico em
linfocitos e deplecéo linfocitaria. Esta classificagao foi incorporada por fim pela
Organizagdo Mundial de Saude(®®),

2.2. Patologia

Em cerca de 98% dos casos de linfoma de Hodgkin classico, as HRS sao
originadas de células B®®. Morfologicamente, este linfoma é caracterizado pela
presenca destas células em meio a infiltrado inflamatorio com variagdes

relacionadas ao subtipo histologico.

Na imuno-histoquimica, a expressdo de CD30 na HRS & encontrada na
quase totalidade dos casos apesar de ndo ser um achado exclusivo do linfoma
de Hodgkin com intensidade de expresséao variavel. Em 80% dos casos existe
a marcagao do CD15. Ha uma frequéncia menor de outros marcadores de
células B e T, como CD20 presente em 30-40% dos casos. Usualmente, nao

ha expressdo de CD45?7),

Quadro 1. Marcadores habitualmente utilizados na imuno-histoquimica para o
diagnostico de linfoma de Hodgkin

Marcadores na imuno-histoquimica

CD45

CD3

CD20

CD30

CD15

PAXS5

2.3. Epidemiologia

Nos paises desenvolvidos, o linfoma de Hodgkin corresponde a cerca de
10% de todos os linfomas, com incidéncia estimada em 7500 casos por ano nos
Estados Unidos. Ja no Brasil, a incidéncia € estimada em 2350 casos por ano e
corresponde a 24% de todos os linfomas. Ao contrario do linfoma nao-Hodgkin,
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a incidéncia nao se alterou nos ultimos anos. Por outro lado, houve aumento na

sobrevida global especialmente com o desenvolvimento de novas terapias
alvo(25.28-30)

O linfoma de Hodgkin classico (LHc) corresponde aproximadamente a
90% dos casos, sendo os 10% restantes classificados como linfoma de Hodgkin

predominio linfocitico nodular®",

No que tange a idade e ao género, a distribuicdo varia de acordo com o
subtipo histolégico. Dentro do LHc, o subtipo esclerose nodular € o mais comum
e tem pico de incidéncia entre 15 e 35 anos com predominio em mulheres. Nos
demais subtipos, ha um predominio do sexo masculino. No subtipo celularidade
mista existe uma distribuicdo bimodal com o primeiro pico de incidéncia em
adultos jovens e o segundo pico em adultos idosos(?532),

2.4. Estadiamento

O estadiamento é o principal determinante da terapia e do prognéstico do
pacientet®®), Em 1950, Peters propds pela primeira vez o estadiamento clinico
baseado na extensdo anatdmica da doencga®?. Posteriormente, Rosemberg e
cols. em estudo realizado na Universidade de Stanford com pacientes com LH
revelou que muitos que n&o apresentavam envolvimento esplénico pelo exame
inicial tinham o bago acometido pelo LH®%. A partir dai foi proposto novo
estadiamento que apds refinamento culminou no sistema de estadiamento Ann
Arbor (Quadro 2) utilizando achados clinicos, laboratoriais e de imagem(®5:36),
Informagdes adicionais que interferem no progndstico como presenca de massa
volumosa e tamanho da extensdo subdiafragmatica da doenga foram incluidas
ao estadiamento, conhecido como classificagdo de Cotswold em 1989 (Quadro
3) @7,

Quadro 2. Sistema de estadiamento de Ann Arbor, publicado 1971.

Estadio

I Envolvimento de uma regido nodal.

Il Envolvimento de duas ou mais regides nodais do mesmo lado do

diafragma.
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Envolvimento de duas ou mais regides nodais dos dois lados do
diafragma.

Envolvimento de orgédos extra linfaticos ou tecidos com ou sem
envolvimento nodal.

Sem sintomas B (febre >38°C, sudorese noturna e perda de mais de
10% de peso em 6 meses).

Presenca de sintomas B (febre >38°C, sudorese noturna e perda de
mais de 10% de peso em 6 meses).

Massa bulky (massa superior a 10 cm)

Envolvimento de um unico, continuo ou proximal local extranodal.

Quadro 3. Sistema de estadiamento de Costwold, publicado em 1989.

Estadio

I Envolvimento de uma regido nodal.

Il Envolvimento de duas ou mais regides nodais do mesmo lado do
diafragma; o numero de sitios anatdémicos envolvidos deve ser
indicado por sufixo.

I Envolvimento de duas ou mais regides nodais dos dois lados do
diafragma.

14 Com ou sem envolvimento de linfonodos hilar esplénico, celiaco ou
portais.

2 Com envolvimento de linfonodos para-aértico, iliaco ou mesentérico.

\Y Envolvimento de orgédos extra linfaticos ou tecidos com ou sem
envolvimento nodal.

A Sem sintomas B (febre >38°C, sudorese noturna e perda de mais de
10% de peso em 6 meses).

B Presenca de sintomas B(febre >38°C, sudorese noturna e perda de
mais de 10% de peso em 6 meses).

X Massa bulky (massa superior a 10 cm ou alargamento maior que 1/3
do mediastino).

E Envolvimento de um unico, continuo ou proximal local extranodal

CS

Estadiamento clinico
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CP Estadiamento patoldgico.

Em 2014, Chelson et al® colocou a importancia da tomografia por
emissao de pésitrons (PET-TC), afirmando que uma vez que este exame seja
realizado, a biopsia de medula éssea ndo seria necessaria para o estadiamento
destes pacientes. Este artigo ainda recomenda a utilizagdo do PET-TC na
avaliagdo de resposta durante o tratamento (PET-TC interino) e ao final do

mesmo.

Além do estadiamento, outros fatores considerados de risco podem ser
agregados. Segundo a classificagdo americana, o LH pode ser categorizado
como localizado favoravel se apresenta estadio | ou I, supradiafragmatico e n&o
apresentar massa volumosa®. Ja a classificacdo europeia, ¢ realizada com base
no estadiamento de Ann Arbor, no grupo de linfonodos acometidos, no valor do
VHS (velocidade de hemossedimentagao), na idade, na presenga de massa
volumosa e de doenga extranodal®®®). O grupo alem&o por sua vez sugere uma
classificagcdo baseada na presenca de massa volumosa, no valor do VHS, no
estadiamento de Ann Arbor, no grupo de linfonodos acometidos e na presenca
de doenca extranodal ou esplénica®®. Os grupos de linfonodos da classificagédo
do grupo alemao e europeia sao diferentes. Enquanto os europeus incluem a
area infraclavicular/subpeitoral, os alemaes englobam a area cervical com a

infraclavicular/ subpeitoral.

Quadro 4. Fatores prognadsticos para o linfoma de Hodgkin com estadio | ou Il
de Ann Arbor, segundo EORTC e GHSG.

Grupo europeu* Grupo alemao**
Massa bulky (MTR > 0,35) Massa bulky (MMR > 0,33)
VHS > 30 se houver sintomas B VHS > 30 se houver sintomas B

VHS > 50 se ndo houver sintomas B VHS > 50 se ndo houver sintomas B
> 3 grupos de linfonodos > 2 grupos de linfonodos
Idade > 50 anos Doenga extranodal

Doenca esplénica

MTR: razéo toracica mediastinal, largura maxima da massa mediastinal/diametro intratoracico
em T5-6.
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MMR: razéo toracica mediastinal, largura maxima da massa mediastinal/diametro intratoracico
em T5-6.
* Grupo europeu: European Organization for the Research and Treatment of Cancer

** Grupo aleméao: German Hodgkin Study Group

Para os pacientes com doenga avangada (estadio Ill e IV), Hasenclever
and Diehl“? identificaram sete fatores de risco independentes que reduziam a
sobrevida livre de progressao (SLP), o IPS (International Prognostic Score):
albumina < 4.0 g/dl, hemoglobina < 10.5 g/dl, sexo masculino, 45 anos de idade
ou maior, estadio IV, leucocitose superior a 15.000/mm? e linfopenia (linfécitos <
600/mm?® ou < 8% do total de leucdcitos). Neste estudo foi observado que
aqueles pacientes que n&o tiveram nenhum destes fatores identificados, a SLP
foi de 84% e esta taxa caiu progressivamente a medida em que novos fatores
foram identificados chegando a 42% naqueles em que cinco ou mais fatores de
risco foram encontrados. Observou-se ainda que os sintomas B nao tiveram

impacto na SLP neste estudo.

Quadro 5. Fatores prognosticos para o linfoma de Hodgkin com estadio lll e IV
de Ann Arbor (IPS), publicado em 1998.

Variavel Referéncia

Albumina < 4 g/dl
Hemoglobina < 10,5 g/dl

Sexo masculino

Idade 45 anos ou superior
Estadio IV de Ann Arbor
Leucocitose > 15.000/mm3
Linfopenia (linfocitos < 600/mm? ou < 8% do

total de leucdcitos)

2.5. Tratamento

Historicamente, o LH foi tratado com radioterapia de alta dose em campos
estendidos, porém com o reconhecimento dos seus efeitos adversos tardios, a

radioterapia foi restrita a areas reconhecidamente com doenca localizada ou
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massa volumosa, em doses menores e associada a quimioterapia®!). O primeiro
esquema de combinagcdo de quimioterapicos utilizado foi o MOPP, logo
substituido pelo MOPP/ABV®2). Posteriormente, foi desenvolvido outro
esquema, o ABVD utilizado inicialmente para os pacientes que apresentavam
recaida ao tratamento de primeira linha344). Devido ao seu perfil de menor
toxicidade, logo o ABVD se tornou o esquema de eleicdo para primeira linha de
tratamento, de forma isolada ou em combinagédo com a radioterapia®4%). Dos
esquemas estudados para tratamento dos pacientes com doenga avangada,
apenas o BEACOPP demonstrou ter uma taxa superior de cura®®).

Os pacientes com LH classificados como localizado favoravel tem uma
alta taxa de cura quando sédo submetidos ao esquema curto de quimioterapia (2
ciclos de ABVD) associado a radioterapia de baixa dose“’). Estes pacientes
também podem ser tratados apenas com quimioterapia com 4 ciclos de ABVD
se estiverem em remissdo completa (CR) apdés 2 ciclos documentada por
tomografia computadorizada (TC). No caso de remissao parcial (PR) neste
momento, recomenda-se completar 6 ciclos de ABVD®“7-52),

Naqueles classificados como localizado desfavoravel, a combinagéo entre
quimioterapia e radioterapia trouxe uma taxa livre de recaida de
aproximadamente 80% destes pacientes. O grupo europeu comparou 4 € 6
ciclos de ABVD com 6 ciclos de BEACOPP cada um seguido de radioterapia e
ndo encontrou diferenga na taxa de remissao®%). Ja o grupo alemao relatou uma
vantagem na sobrevida livre de progressdo dos pacientes que fizeram 2 ciclos
de BEACOPP escalonado e 2 ciclos de ABVD seguidos de radioterapia em
comparagao aos que fizeram 4 ciclos de ABVD seguidos de radioterapia em
pacientes selecionados (aqueles que tinham massa volumosa com sintomas B
ou doenga extranodal foram excluidos)®¥. Segundo o guideline da NCCN
(National Comprehensive Cancer Network) estes pacientes devem ser tratados
com 6 ciclos de ABVD ou 4 ciclos de ABVD seguidos de radioterapia®®. Em
casos selecionados e em pacientes com idade inferior a 60 anos, ha opg¢ao de
fazer 2 ciclos de BEACOPP escalonado seguidos de 2 ciclos de ABVD e
radioterapia(®56).
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Nos pacientes com doenga avancada, ndo parece que ha tratamento
unico eleito como o melhor e é necessario realizar uma estratificacdo destes a
partir do IPS a fim de se definir qual seria a melhor terapia. Segundo as
recomendacdes da NCCN, estes pacientes podem ser tratados com 6 ciclos de
ABVD seguidos ou ndo de radioterapia para aqueles que apresentavam massa
volumosa inicialmente®”). Outra opgao ¢é realizar o tratamento com 6 ciclos de
BEACOPP escalonado que parece ser superior nos pacientes que apresentam
IPS elevado (3 a 7 fatores) com idade até 60 anos e demonstrou maior sobrevida
livre de progressao(®®.

2.6. Prognéstico, imunoistoquimica e infecgao pelo Virus Epstein-Barr

A despeito das altas taxas de remissao, cerca de 20% dos pacientes com
LH se tornam refratarios ou recaem a terapia de primeira linha de tratamento (-2
e estdo associados a um prognostico pior com a presenga de subgrupo
resistentes as quimioterapias subsequentes®®. Nem o IPS nem os fatores de
risco individuais atualmente utilizados conseguem predizer de forma clara quem
é este subgrupo de pacientes(®). Desta forma, é necessaria a identificagdo de
biomarcadores que consigam avaliar este progndstico ao diagnaostico.

A analise dos marcadores na imuno-histoquimica é uma ferramenta
utilizada na caracterizagdo deste microambiente e tem sido estudado o seu
impacto na evolugdo destes pacientes®®. Neste sentido, estudos recentes tém-
se voltado para a avaliagcdo do microambiente tumoral e sua associacdo a

resposta a terapéutica®).

No estudo do microambiente inflamatorio, tem-se identificado que a
presenga do CD20 implica no aumento da sobrevida global dos pacientes com
LH. Na avaliacdo da imuno-histoquimica, Graves et al verificaram que o CD20
teve importante papel no aumento da sobrevida global dos pacientes com LH.
Panico et al identificaram também o beneficio deste marcador na sobrevida livre

de progress&o(©2.63),

Em paralelo, a intensa presenca de macrofagos foi apontada como
possivel fator de mal progndéstico. Esta avaliagdo, quando feita a partir da
presenca e estratificacdo da intensidade do CD68 na imunoistoquimica,
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demonstrou que a baixa frequéncia deste marcador esta associada a maior

sobrevida global e maior tempo livre de tratamento apos primeira linha(®2-64),

LT
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Fonte: Fotos cedidas gentilmente por Maria do Patrocinio F. Grangeiro Beco

Figura 1. Avaliagdo comparativa de CD68 negativo (a esquerda) e positivo (a direita) em dois
pacientes com linfoma de Hodgkin.

Algumas avaliacbes também foram realizadas nos marcadores
encontrados na HRS. A auséncia de CD15 ja foi apontado como um fator de pior
prognostico®). Outro estudo apontou que a presenca do CD15 n3o sialico
parece trazer um progndstico melhor aos pacientes enquanto que a expressao
do CD15 sialico € um fator independente de mau progndstico®%66). Em relagéo
a expressao de CD20 na HRS, os resultados na literatura sao controversos e
assunto de debate. Enquanto alguns estudos ndo encontraram uma associagéo
estatisticamente significante entre a presenga deste marcador e o progndéstico,
outros ja identificaram a presenga do CD20 como fator de pior prognéstico. Ha
ainda estudos que identificaram fator de bom progndstico neste achado(®%-67-69),



Fonte: Fotos cedidas gentilmente por Maria do Patrocinio F. Grangeiro Beco

Figura 2. Avaliagdo comparativa de CD15 negativo (a esquerda) e positivo (a direita) em dois

pacientes com linfoma de Hodgkin

Em recente estudo epidemioldgico realizado na populagcédo de S&do Paulo
demonstrou que ao longos dos anos houve uma queda estatisticamente
significativa na taxa de associagao entre o LH e infec¢ao pelo Epstein-Barr Virus
(EBV). Essa queda ocorreu particularmente nos pacientes com menos de 45
anos. Ainda segundo o estudo, este fato deve-se principalmente ao
desenvolvimento econémico que ocorreu no periodo na regido""). Quando
avaliado o impacto desta infecgdo no progndstico destes pacientes, no entanto
a literatura ainda é bastante divergente('>1370.71)  Chetaille et al em 2006
verificaram que a assinatura genética envolvendo a resposta viral e a imunidade
inata dos pacientes com e sem infecgao pelo EBV eram claramente diferentes,
porém sem que isso se traduzisse em diferentes progndsticos(’?. Outros
trabalhos sugeriram ainda que, quando estratificados pela idade, parece haver
grupo de pacientes em que a infecgdo pelo EBV traz um pior prognostico
relacionado a incapacidade da resposta imune adequada('373),
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Fonte: Fotos cedidas gentilmente por Maria do Patrocinio F. Grangeiro Beco

Figura 3. Avaliagdo comparativa de CISH negativo (a esquerda) e positivo (a direita) em dois

pacientes com linfoma de Hodgkin

3. Objetivo
3.1. Objetivo primario

Avaliar o impacto de marcadores pela imunoistoquimica e a infecgao pelo
Virus Epstein-Barr por CISH na resposta terapéutica e evolugao no linfoma de
Hodgkin ao diagnaostico.

4. Casuistica e Métodos
4.1. Autorizacao e principios éticos

Os participantes desta pesquisa foram estudados segundo os preceitos
da Declaragdo de Helsinque e do Cddigo de Nuremberg, respeitando-se as
Normas de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Conselho Nacional de
Saude (Res. CNS 466/2012). O projeto foi iniciado somente apds aprovagao
deste pelos Comités de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo (ISCMSP) e do A. C.

Camargo Cancer Center (Apéndice 1 e 2) a partir da Plataforma Brasil.

4.2. Desenho do estudo

Estudo observacional retrospectivo, realizado a partir da coleta e analise
de dados de prontuarios de pacientes consecutivos diagnosticados com linfoma
de Hodgkin na ISCMSP entre janeiro de 2002 a janeiro de 2016 e no AC
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Camargo Cancer Center no periodo de janeiro de 2008 a janeiro de 2013

submetidos a tratamento quimioterapico e/ou radioterapico.

4.3. Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos para analise todos os pacientes com idade acima de 18
anos com diagnostico de linfoma de Hodgkin através de laudo histopatoldgico
emitido pelos departamentos das duas instituicbes acima e que dispunham de
ldminas de hematoxilina e eosina (HE), das respectivas laminas de
imunoistoquimica (IHQ) assim como dos blocos de parafina para confecg¢ao de
tissue microarray (TMA). Durante a revisdo dos blocos, nenhum paciente

apresentou divergéncia no diagnéstico inicial.

Foram excluidos os pacientes sem dados a respeito da resposta final ao
tratamento; os pacientes sem confirmagéo posterior do diagndstico de linfoma
de Hodgkin pela reavaliacdo histopatoldgica; os pacientes sem blocos de
parafina disponiveis ou com amostras pequenas com risco de esgotamento do
material na confecgdo do TMA e os pacientes com sorologia positiva para HIV

(virus da imunodeficiéncia humana).

4.4. Confeccao do tissue microarray

A confecgédo do TMA foi realizada no ACCC. Os blocos dos pacientes da
ISCMSP foram transportados para o ACCC e apds o processo e analise das
amostras foram devolvidos para o Departamento de Anatomo Patologia da
ISCMSP. Para a execugdo do TMA, foram selecionadas duas areas
representativas viaveis do tumor de cada amostra. Em seguida, utilizou-se o
equipamento Beecher MT1 manual arrayer (Beecher Instruments, Silver Spring,
MD, Estados Unidos da América) para confecgao do TMA. A matriz foi construida

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

4.5. Realizagdo da imunoistoquimica

Foram selecionados marcadores para estudar as subpopulagdes
linfocitarias e os macréfagos, relacionados no Quadro 6.
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Quadro 6. Anticorpos primarios utilizados para as reagdes imunoistoquimicas.

Anticorpo anti- Clone Expressao celular relevante
CD20 L26 Linfécitos B maduros

CcD6e8 KP1 Mondécitos/Macrofagos
CD15 da HRS MMA Granulocitos

CD 20 da HRS L26 Linfécitos B maduros

As laminas contendo os tecidos em matriz (TMA) foram submetidas a
reagcao imunoistoquimicas, segundo a técnica padrdo. Em resumo, as laminas
de TMA foram desparafinadas em xilol e hidratadas em gradiente decrescente
de alcool até chegar a agua. Apos a desparafinagéo, procedeu-se a inibicao da

peroxidase endogena (solugéo de H202 a 3%) e, em seguida, a recuperagao
antigénica pelo calor. A recuperag&o antigénica foi realizada submergindo-se as

ldminas com os tecidos em tampao Tris-EDTA, pH 9,0, em banho a 900 C por
40 minutos. ApOs a recuperagao antigénica, aguardou-se o esfriamento das
laminas e procedeu-se a incubacdo dos cortes com os anticorpos primarios
relacionados na Tabela 3, por 1 hora, a temperatura ambiente. Apds retirada do
anticorpo primario, foi realizada a detecgdo do mesmo através de um Kit
revelador da reagéo, a base de polimero ligado a peroxidase (Novolink, Leica
Biosystems, Newcastle, Reino Unido) por uma hora a temperatura ambiente. Em
seguida, incubaram-se as laminas com solug&o de diaminobenzidina. Apds, as
laminas foram desidratadas e montadas de forma permanente em meio
permanente. Apds cada incubagédo, as laminas foram lavadas com tampéo Tris,
pH 7,4. Controles positivos, com reatividade conhecida para cada marcador,
foram utilizadas em cada corrida de reagéo. Controles negativos, sem incubagéo

com o anticorpo primario, também foram utilizados.

4.6. Hibridizagcdao in situ (CISH, do inglés chromogenic in situ
hybridization) para detecgao do virus de Epstein-Barr

Para realizagdo do CISH para deteccdo do EBV, utilizou-se a sonda

INFORM EBER (Ventana Medical Systems). Os cortes de tecido parafinado em

matriz foram processados e corados pelo sistema automatico da Ventana



29

Benchmark, com o kit Ventana ISHIVIEW (Roche Diagnostics, Tucson, AZ,
Estados Unidos da América).

4.7. Analise das reagoes imunoistoquimicas do TMA

As laminas foram submetidas a IHQ e analisadas através da estimativa
visual por dois patologistas (Dr. Roberto Pinto Paes e Dra. Maria do Patrocinio
F. Grangeiro Beco). Essa estimativa percentual foi realizada para os marcadores
CD20 do microambiente e CD68. Utilizou-se a média aritmética entre os dois
cilindros de tecidos correspondentes a cada caso, para cada anticorpo, exceto
guando apenas uma das areas estava disponivel para avaliagdo. Nestes casos,

apenas a area preservada foi utilizada.

Na avaliagdo dos marcadores CD20 e CD15 da HRS, foi utilizado positivo

gquando uma ou mais células demonstraram a presenc¢a do marcador.

4.8. Analise do CISH para EBER

O resultado do CISH na HRS foi considerado positivo quando uma ou

mais células demonstraram a coloragdo marrom.

4.9. Variaveis analisadas

As variaveis clinicas e laboratoriais selecionadas para analise foram:
idade, género, estadio de Ann-Arbor, albumina sérica, hemoglobina, leucometria
e linfometria (par@metros para o IPS), subtipo histolégico, presenga de infiltragao
medular, presenca de massa volumosa, protocolo de quimioterapia utilizada,
presenca de radioterapia, resposta interina e resposta ao final do tratamento. A
avaliacao final foi feita tanto por tomografia computadorizada por emissédo de
positrons (PET-TC) quanto por tomografia computadorizada (TC). Foi analisado
também se os pacientes foram acompanhados pela rede privada ou pelo sistema
unico de saude (SUS). Foram ainda utilizados dados referentes ao seguimento,
como a presencga de recidiva da doenga e obito ou ultimo contato com o paciente.
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4.10. Analise estatistica

Os dados obtidos em prontuarios foram tabulados no programa Microsoft
Excel 2011 (Versdo 14.0.0; Microsoft Corporation, Redmond, WA, Estados
Unidos da América), para entao serem analisados.

Os dados foram processados utilizando os recursos do software STATA
14.0 (Statacorp, College Station, TX, USA). Inicialmente foi realizada a
estatistica descritiva através do calculo de medidas de frequéncia, tendéncia
central e dispersao. A distribuicdo das variaveis categoricas foi analisada através
dos testes qui-quadrado (x?) ou Exato de Fisher.

A normalidade das variaveis quantitativas foi aferida através do teste
Lilliefors. Apos este procedimento, o teste ANOVA post hoc Tukey foi
selecionado para a analise comparativa dos ciclos por esquema. O teste Mann-
Whitney foi selecionado para a analise comparativa das variaveis
imunohistoquimicas continuas.

Curvas de Kaplan-Meier foram utilizadas para analisar a relagéo entre
as variaveis imunohistoquimica e a sobrevida global e tempo livre sem
progressdo. Modelos paramétricos de sobrevida multivariados foram
posteriormente utilizados para analisar a interagdo entre as variaveis. Além
disso, modelos de regresséo linear multipla foram utilizados para analisar os
efeitos sobre o escore IPS. O nivel de significAncia adotado para todas as

analises foi de 5%.

5. Resultados
Foram analisados no total 147 pacientes com diagnostico de linfoma de
Hodgkin (LH) vistos por dois patologistas (Dr. Roberto Pinto Paes e Dra. Maria

do Patrocinio F. Grangeiro Beco).

Pacientes selecionados pelo registro do f

ambulatério de Linfoma de Hodgkin Foram excluidos:

N = 131 - 6 pacientes com linfoma de

Hodgkin predominancia
linfocitica nodular
- 40 pacientes sem blocos
] ] disponiveis
Pacientes elegiveis ao estudo - 18 pacientes sem dados
com seguimento

completos
N = 67 \ P

v

~

)
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Figura 4. Fluxograma da sele¢do dos pacientes para o estudo na ISCMSP.

Pacientes selecionados com
diagnéstico de linfoma de Hodgkin / Foram excluidos:
N=113 - 5 pacientes com linfoma de
Hodgkin predominancia
linfocitica nodular
> - 13 pacientes sem blocos
disponiveis
Pacientes elegiveis ao estudo - 15 pacientes com dados
com seguimento incompletos
N =380 K

~

/

Figura 5. Fluxograma da selegdo dos pacientes para o estudo no A. C. Camargo Cancer

Center.

A mediana de idade foi de 35,5 anos e cerca de 50% dos pacientes eram
do sexo feminino.

O tipo histoldgico esclerose nodular foi o mais encontrado, em 92,5% dos
casos. Com relagao a distribuicado segundo o estadiamento, 53,1% dos casos
foram classificados como avancgados e 55,1% tinham sintomas B. A presenca de
massa volumosa foi encontrada em 29,9% dos casos e a presenca de infiltragcao
medular em 10,2% (Tab. 1).

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes com Linfoma de Hodgkin,
diagnosticados na ISCMSP, entre janeiro de 2002 a janeiro de 2016, e no A. C.

Camargo Cancer Center, entre janeiro de 2008 a janeiro de 2013.

Variaveis Mediana [Amplitude] n %

Idade 35,5 [16-82]
Género

Feminino 74 50,3

Masculino 73 494
Tipo histologico

Deplecao linfocitaria 1 0,7

Celularidade mista 10 6.8

Esclerose nodular 136 92,5
Estadiamento

I 8 5.4
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II 61 41,5

I 40 27,2

vV 38 25,9
Sintomas B

Nao 66 44,9

Sim 81 55,1
Massa volumosa

Nao 103 70,1

Sim 44 29,9
Infiltra¢do medular

Negativa 132 89,8

Positiva 15 10,2

A mediana de seguimento desta populagao foi de 44 meses.

A maioria dos pacientes analisados utilizaram o protocolo ABVD para
tratamento (89,1%) e 41,5% foram submetidos a radioterapia adjuvante. Ao final
do tratamento, 80,3% apresentaram resposta completa, totalizando 83% de taxa
de resposta global. Durante o seguimento, 5 pacientes foram a obito. Dois
faleceram apos a primeira linha de tratamento e 3 faleceram durante progresséo
de doenca (Tab. 2).

Tabela 2. Caracteristicas do tratamento e evolugdo dos pacientes com Linfoma
de Hodgkin, diagnosticados na ISCMSP, entre janeiro de 2002 a janeiro de 2016,
e no A. C. Camargo Cancer Center, entre janeiro de 2008 a janeiro de 2013.

Variaveis n %

Quimioterapia utilizada

ABVD 131 89,1
BEACOPP 9 6,1
ABVD e BEACOPP 7 4,8

Submetido a radioterapia
Sim 61 41,5
Nao 86 58,5

Resposta no fim do tratamento
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Remissdao completa 118 80,3
Refrataria 25 17,0
Remissao parcial 4 2,7

Método de avaliacio da resposta final

Através de Pet 41 27,9

Através de tomografia 106 72,1
Recidiva

Sim 33 22,5

Nao 114 71,5
Morte

Sim 5 3.4

Nao 142 96,6

Na avaliagcado dos fatores de risco nos pacientes com doenca localizada,
53,6% tinham dois fatores. Naqueles com doenga avancada, 70,5% foram
classificados como baixo risco (IPS < 2) (Tab. 3).

Tabela 3. Frequéncias dos fatores de risco em pacientes com doenca localizada
(Estagio | e Il) e estratificacdo segundo o IPS nos pacientes com doenga
avancada (Estéagio lll e IV) com Linfoma de Hodgkin, diagnosticados na ISCMSP,
entre janeiro de 2002 a janeiro de 2016, e no A. C. Camargo Cancer Center,

entre janeiro de 2008 a janeiro de 2013.

Variaveis n %

Fatores de risco (pacientes com doenca localizada)

Nenhum fator 3 4,4
Um fator 25 36,2
Dois fatores 37 53,6
Trés fatores 4 5,8

IPS (pacientes com doenc¢a avancada)
Baixo (0-2) 55 70,5
Alto (3-7) 23 29,5
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Na analise comparativa dos marcadores entre os pacientes com doencga
localizada ou avangada, houve uma tendéncia a maior numero de CD20 no
microambiente tumoral dos pacientes com doencga localizada, porém n&o foi um

achado significativamente estatistico (Tab. 4).

Tabela 4. Distribuicdo dos achados da analise imunoistoquimica e CISH de
acordo com o estadiamento da doenga dos pacientes com Linfoma de Hodgkin,
diagnosticados na ISCMSP, entre janeiro de 2002 a janeiro de 2016, e no A. C.
Camargo Cancer Center, entre janeiro de 2008 a janeiro de 2013.

Doenca localizada Doenca avancada

Variaveis (Estagios I e II) (Estagio Il e IV) F
CISH [n (%)] 0,729
Positivo 8 (15,7) 9(13,4)
Negativo 43 (84,3) 58 (86,6)
CD15 [n (%)] 0,396
Positivo 24 (44,4) 27 (37,0)
Negativo 30 (55,6) 46 (63,0)
CD20 na HRS [n (%)] 0,494
Positivo 13 (22,0) 13 (17,3)
Negativo 46 (78,0) 62 (82,7)
CD20 microambiente 0,17 (0,05-0,25) 0,11 (0,05-0,18) 0,062
[med (11Q)]
CD68 [med (11Q)] 0,15 (0,07-0,25) 0,17 (0,12-0,27) 0,081

med = mediana. I1Q = intervalo interquartilico (1° quartil- 3° quartil). *Estatisticamente
significante (P < 0,05).

Foi identificado também na analise univariada que a intensidade de CD20
no microambiente tumoral esteve associado estatisticamente com a nio recaida

durante o seguimento destes pacientes (Tab. 5).
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Tabela 5. Distribuicdo dos achados da analise imunoistoquimica e CISH de
acordo com o desfecho recidiva nos pacientes com Linfoma de Hodgkin,
diagnosticados na ISCMSP, entre janeiro de 2002 a janeiro de 2016, e no A. C.
Camargo Cancer Center, entre janeiro de 2008 a janeiro de 2013.

Recidiva durante o seguimento

Variaveis P
Nao Sim
CISH [n (%)] 0.188
Positivo 16 (16,8) 1 (4.4)
Negativo 79 (83.2) 22 (95.6)
CD15 [n (%)] 0,741
Positivo 39 (39,4) 12 (42.9)
Negativo 60 (60.6) 16 (57.1)
CD20 na HRS [n (%)] 0.595
Positivo 22 (21,0) 4(13.8)
Negativo 83 (79.0) 25 (86.2)
CD20 microambiente 0.14 (0,07-0,22) 0,09 (0,02-0,18) 0,042*
[med (11Q)]
CD68 [med (11Q)] 0.16 (0,10-0,27) 0.15 (0,11-0,22) 0,692

med = mediana. IIQ = intervalo interquartilico (1° quartil- 3° quartil). *Estatisticamente
significante (P < 0,05).

Na analise do impacto no 6bito do seguimento, dentre os marcadores
analisados, ndo houve diferenga estatisticamente significante (Tab. 6). Foi
identificado que o aumento do CD20 no microambiente tumoral estava
relacionado a IPS baixo mesmo apods ajustamento (Tab. 7).

Tabela 6. Distribuigdo dos achados da analise imunohistoquimica e CISH de
acordo com o desfecho o6bito nos pacientes com Linfoma de Hodgkin,
diagnosticados na ISCMSP, entre janeiro de 2002 a janeiro de 2016, e no A. C.

Camargo Cancer Center, entre janeiro de 2008 a janeiro de 2013.

Obito durante o seguimento
Variaveis P
Nio Sim
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CISH [n (%)] 1,000
Positivo 17 (14,8) 0 (0)
Negativo 98 (85,2) 3 (100)

CD15 [n (%)) 1,000
Positivo 49 (39,8) 2 (50,0)
Negativo 74 (60,2) 2 (50,0)

CD20 [n (%)] 0,582
Positivo 26 (20,2) 0 (0)
Negativo 103 (79,8) 5 (100)

CD20 microambiente 0,13 (0,05-0,20) 0,09 (0,02-0,20) 0,521

[med (IIQ)]

CD68 [med (11Q)] 0,15 (0,10-0,26) 0,22 (0,17-0,37) 0,383

med = mediana. I1Q = intervalo interquartilico (1° quartil- 3° quartil).

Tabela 7. Analise de regressao linear multipla entre as variaveis da analise
imunoistoquimica e CISH e a variavel dependente IPS nos pacientes com
Linfoma de Hodgkin, diagnosticados na ISCMSP, entre janeiro de 2002 a janeiro
de 2016, e no A. C. Camargo Cancer Center, entre janeiro de 2008 a janeiro de
2013.

Variaveis B (SE) P
CISH positivo 0,96 (0,54) 0,074
CD15 positivo -0,32 (0,36) 0,374
CD20 positivo -0,52 (0,49) 0,292
CD20 célula -0,98 (0,34) 0,006*
CD68 -0,17 (0,35) 0,625

B = coeficiente de regressdo. SE = standard error. *Estatisticamente significante (P <

0,05).

N&o houve diferencga estatisticamente significante na analise da presenga
do CISH entre os pacientes atendidos ou nao pelo SUS (Tab. 9). Também néao
houve diferenga nas curvas de Kaplan-Meier no que tange a 6bito ou recidiva
entre os pacientes atendidos ou nao pelo SUS (Fig. 6).
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Tabela 8. Analise comparativa do CISH entre os pacientes atendidos ou nao
pelo SUS nos pacientes com Linfoma de Hodgkin, diagnosticados na ISCMSP,
entre janeiro de 2002 a janeiro de 2016, e no A. C. Camargo Cancer Center,
entre janeiro de 2008 a janeiro de 2013.

Paciente
Variaveis Plano privado de P
SUS
saude
CISH [n (%)] 0,242
Positivo 5(10,0) 12 (17,7)
Negativo 45 (90,0) 56 (82,3)

Kaplan-Meier survival estimates
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Figura 6. Analise de sobrevivéncia para os desfechos 6bito (a) e recidiva (b) entre os grupos

de pacientes ndo SUS e SUS nos pacientes com Linfoma de Hodgkin, diagnosticados na

ISCMSP, entre janeiro de 2002 a janeiro de 2016, e no A. C. Camargo Cancer Center, entre

janeiro de 2008 a janeiro de 2013.

Quando avaliado o comportamento da amostra durante o seguimento, foi

observado que os 5 Obitos ocorreram até o terceiro ano, o que impossibilitou a

analise comparativa desta curva em relagdo as outras variaveis. A curva de

recidiva sugere que nao houve este desfecho em nenhum periodo especifico

durante o seguimento (Fig. 7 e Fig.8).
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Figura 7. Curva de
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sobrevivéncia Kaplan-Meier para o desfecho 6bito no total da amostra.

Kaplan-Meier survival estimate

4
analysis time (years)

Figura 8. Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier para o desfecho recidiva no total da amostra.
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Durante o seguimento, foi observado que a intensidade de CD20 no
microambiente tumoral e o estadiamento da doenca apresentaram diferencas
estatisticamente significantes das curvas. Houve aumento na recidiva
concentradas ao final do seguimento no grupo com CD20 no microambiente
mais baixo (p=0,037). Os pacientes com doenga avangada também
apresentaram mais recidiva no seguimento, especialmente a partir do sexto ano
(p=0,049).

Na analise multivariada, foi identificado que a doenca avangada foi o fator

gue esteve associado com aumento da recidiva.

Kaplan-Meier survival estimates
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Figura 9. Curvas de Kaplan-Meier de recidiva de acordo com o fator CISH.
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Figura 10. Curvas de Kaplan-Meier da recidiva de acordo com o fator CD15.
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Figura 11. Curvas de Kaplan-Meier de recidiva de acordo com o fator CD20 na HRS.
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Figura 12. Curvas de Kaplan-Meier de recidiva de acordo com o fator CD20 no microambiente

tumoral.
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Kaplan-Meier survival estimates
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Figura 13. Curvas de Kaplan-Meier de recidiva de acordo com o fator CD68.
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Figure 14. Curvas de Kaplan-Meier de recidiva de acordo com o estadio da doenga.

Tabela 9. Analise multivariada quanto a recidiva segundo a imunoistoquimica e
CISH nos pacientes com Linfoma de Hodgkin, diagnosticados na ISCMSP, entre
janeiro de 2002 a janeiro de 2016, e no A. C. Camargo Cancer Center, entre
janeiro de 2008 a janeiro de 2013.
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Recidiva no seguimento

Variavel HR [IC95%]
Valor de P
CISH positivo 0,31 [0,04-1,43]
P=0,269
CD15 positivo 1,54 [0,66-3,59]
P=0,312
CD20 positivo 0,77 [0,22-2,67]
P=0,687
CD20 célula >mediana 0,67 [0,28-1,58]
P=0,370
CD68 >mediana 0,75 [0,32-1,75]
P=0,518
Doenga avancada (III e IV) 3,48 [1,12-10,74]
P =0,030*

HR = Hazard ratio. 1C95% = Intervalo de confianga a 95%.
*Estatisticamente significante (P < 0,05).

6. Discussao

O linfoma de Hodgkin € uma neoplasia com altas taxas de remiss&o apés
a primeira linha de tratamento, mas aproximadamente um terco daqueles com
doenga avangada e 15% dos classificados com doenga localizada recaem ou
sao refratarios a terapia(*2).

No presente trabalho, a mediana de idade dos pacientes foi de 35,5 anos,
5 anos mais velha que a mediana encontrada no registro brasileiro por Biasoli et
al. O estadio IV foi encontrado em 25,9%, semelhante a taxa encontrada neste
mesmo registro de 26%. O numero de pacientes com sintomas B no presente
trabalho foi de aproximadamente 55%, abaixo do valor encontrado no registro,
de 69%. Ja a taxa de infiltracado de medula dssea foi semelhante, sendo 11% no
registro brasileiro e 10,2% no nosso trabalho("4).

Em relagdo ao tratamento utilizado, o ABVD foi o protocolo mais
frequente, em 89% dos casos no trabalho. Este protocolo também foi o mais
utilizado segundo os dados do registro brasileiro. Quanto a resposta ao
tratamento, no trabalho 80,3% atingiram remissdo completa, dado semelhante

ao encontrado no registro brasileiro de 85%4).
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Na busca por novos marcadores prognoésticos que possibilitem identificar
este subgrupo resistente, o estudo do microambiente tumoral vem surgindo
como importante fator implicador no prognostico e tem-se discutido novas
propostas de terapias com alvo neste microambiente®7).

A infecgao pelo virus Epstein-Barr (EBV) é constantemente associada ao
linfoma de Hodgkin apesar de nédo ter sua relagdo causal estabelecida. Esta
associagdo varia conforme a populagdo estudada(8,9,75). O impacto
prognostico da presenga de EBV no LH é um tema bastante divergente na
literatura('>-1576)_ Alguns dos motivos para essa divergéncia podem estar
relacionados com as diferentes populagdes estudadas, ao pequeno numero da
amostra dos estudos impactando na avaliacado estatistica dos resultados, bem
como a mediana de idade dos trabalhos e diferentes métodos utilizados para
deteccéo da infecgdo pelo EBV!'6:17.73) A identificagdo do EBV no LH tem sido
feita tanto segundo a presenga de LPM1 na imunoistoquimica como a partir de
EBER-ISH com alguns estudos demonstrado uma maior sensibilidade no EBER-
ISH, utilizado no presente trabalho('277),

No presente estudo ndo foi identificada uma associagao estatisticamente
significativa entre a positividade do EBER-ISH na sobrevida livre de progresséo
(SLP) ou na sobrevida global (SG). Estes dados encontrados foram semelhantes
aos de Souza et al realizado também no Brasil("®).

No trabalho foi analisado ainda se havia diferenca na associagdo com o
EBV quando avaliado separadamente o grupo atendido no plano privado de
saude e o grupo tratado no sistema unico de saude (SUS), sem resultado
estatisticamente significativo. Em levantamento realizado com 194 pacientes em
5 instituicdes no Brasil por Soares et al em 2006, verificou-se que quando a
populagao era estratificada segundo o seu status socioeconémico baseado em
critérios como nivel de educacgdo, numero de moradores no domicilio € numero
de bens de consumo, houve uma reducéo na remissao completa naqueles com
menor status socioeconémico, com impacto na redugdo da SG deste grupo('9.
Outro levantamento realizado em 2018 por Biasoli et al em 20 instituigdes com
624 pacientes também identificaram menor SG e SLP além de maior IPS na
populagdo com baixo status socioeconémico. O presente trabalho ndo avaliou
pormenorizadamente o status socioecondmico dos pacientes ficando restrito

apenas ao atendimento realizado no SUS e no plano privado, o que
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provavelmente interferiu nesta analise e talvez por isso nao foi identificada
diferenca na SG entre estas populagdes. Deve ser ressaltado ainda que o
trabalho foi realizado em Sao Paulo, a regido mais rica do Brasil, o que talvez
tenha impactado na auséncia de diferenga de associacdo do LH com EBV. Além
disso, este dado ndo pode ser extrapolado para todo o pais que
caracteristicamente apresenta abismos sociais importantes entre as regioes.

Dentro do estudo do microambiente tumoral no linfoma de Hodgkin, tem-
se avaliado a importéncia da presenga e da intensidade dos macréfagos na
resposta terapéutica destes pacientes. Steidl et al analisaram o perfil de
expressao génica e observaram que no grupo com falha no tratamento havia
aumento da assinatura genética do tumor associado a macréfagos. Este achado
foi corroborado na avaliagdo da imunoistoquimica. A intensidade da expressao
do CD68 esteve relacionada com uma reducdo da SLP sendo um fator
independente na reducéo da sobrevida de doenga e com maior impacto quando
comparado com o IPS. A infiltragdo por macrofagos também esteve
correlacionada com o prognostico apos o segundo tratamento neste trabalho.
Aqueles pacientes que tinham uma baixa expressdo de CD68 com doencga
localizada, tiveram uma sobrevida de doenca de 100%.

Outros estudos encontraram dados semelhantes(®37°-81) demonstrando o
impacto negativo no progndstico dos pacientes com elevada infiltracdo do
microambiente tumoral por macréfagos, utilizando valores de corte distintos.
Nossa analise foi feita comparando a porcentagem encontrada na bidpsia do
paciente com o valor da mediana do CD68 identificado no microambiente de toda
a amostra. Porém, no presente trabalho ndo foi observado o impacto da
presenca do CD68 na analise do progndstico dos pacientes. Nosso resultado foi
semelhante a outros trabalhos, inclusive ao de Azabumija et al. realizado no
Brasil®482.83)  Algumas das possiveis razdes para estes resultados divergentes
sejam a populagédo estudada com diferentes critérios de inclusdo, abordagens
técnicas distintas com uso de clones para analise do CD68 distintos e formas de
quantificagcao diferentes e analise por meio de cortes diferentes. Outro fator ja
apontado previamente como possivel influenciador na analise destes resultados
€ a presenga do EBV na HRS. Altas taxas de expressao de CD68 foram
correlacionadas com a presenga de EBV positivo na HRS, sugerindo que a
presenca desta infeccdo pode representar um relevante fator na resposta imune
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e presenca de CD68 no microambiente tumoral. Assim, a padronizagdo da
analise técnica com posterior validagao em populagdes distintas com LH podem
demonstrar o efetivo impacto deste marcador na evolugéo destes pacientes®?).

Ja a presenca de um grande numero de linfécitos B no microambiente
tumoral tem sido associado com aumento da sobrevida livre de progressao e
sobrevida global. O marcador CD20 no microambiente parece indicar que os
linfocitos B normais contribuem para acdo antineoplasica durante o
tratamento(63.72.84),

Tem sido sugerido que este fator de bom prognostico ndo € independente
e sofre demasia influéncia dos demais marcadores avaliados®2798%_ Panico et
al avaliaram o impacto da presenga de CD20 e do CD68 e sugeriram que ha
perfis distintos de prognostico guiados segundo o equilibrio estabelecido entre
estes marcadores prevalecendo o pior ou o melhor prognostico de acordo com
o predominio de um ou outro marcador. Foi sugerido que o perfil de maior risco
de recaida com menor SG e menor SLP seria aquele em que os pacientes
apresentassem no microambiente tumoral alta infiltracdo de CD68 com baixas
taxas de CD20(79). No presente estudo, foi observado que havia uma maior
quantidade de marcador CD20 nos pacientes com doenca localizada e sua
presenca estava associada a uma menor recidiva dos pacientes durante o
seguimento. Porém este fator ndo foi estatisticamente significante na analise
multivariada.

A despeito de geneticamente as células HRS serem derivadas de
linfécitos B(86), apenas uma minoria delas apresentam marcagao CD20 positivo.
Quando presente isoladamente, este marcador foi apontado por Wasielewski et
al. como fator de pior progndstico®®, bem como Portlock et al®®. Neste ultimo
trabalho foi sugerido ainda que a terapia de resgate e o transplante autélogo
parece reduzir este impacto e, tendo invista a ineficacia do protocolo ABVD neste
grupo, regimes mais intensos deveriam ser estudados para esta populagao.

Ja Tzankov et al. observaram na auséncia do CD20 na HRS um fator para
aumento na recaida da doenca. Eles ressaltaram ainda que este nao foi um fator
prognostico independente e teve impacto variavel de acordo com o periodo
estudado e o protocolo de quimioterapia utilizado®”).

No presente trabalho, ndo foi encontrado impacto do marcador CD20 na
HRS, achado concordante com Rassidakis et al(®8).
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A presenca do CD15 na HRS também tem sido alvo de estudo. Em 2000,
Benharroch et al verificaram que o residuo sialico presente na superficie de
alguns marcadores CD15 e identificados por determinados anticorpos na reagéo
da imunoistoquimica estavam relacionados a pior progndéstico quando
comparados aqueles pacientes que nao apresentavam este residuo. Estes
pacientes com CD15 sialico positivo carregavam o risco 13,9 vezes maior de
obito relacionado ao LH, sendo fator independente de pior prognostico. Ja os
casos com CD15 n&o sialico positivo era fator de bom progndstico, porém n&o
era independente. Posteriormente, Benharroch et al corroboraram este
achado(65). O marcador utilizado no presente estudo é classificado como nao
sialico, porém nao apresentou impacto na evolugao dos pacientes.

O presente trabalho contou com a analise de pacientes tratados para
linfoma de Hodgkin em dois grandes hospitais do estado de Sao Paulo, que
sabidamente recebem pacientes de todo o Brasil para o tratamento de doencas
oncohematologicas e foi realizado com marcadores de imuno-histoquimica
habitualmente utilizados durante o diagnéstico do linfoma de Hodgkin, o que
torna o trabalho ainda mais significativo para uso na rotina clinica. Infelizmente,
por tratar-se de um trabalho retrospectivo, houve grande perda de casos,
especialmente dos pacientes tratados ha mais de 5 anos, devido a dificuldade
no acesso ao prontuario (muitas vezes estando no arquivo morto da instituigcao)
e aos blocos das bidpsias. A revisdo dos blocos e a confecgdo do TMA foi sem
duvida um importante ponto chave neste trabalho, porém o mais desafiador, uma
vez que 0 maquinario necessario para a execugao estava disponivel apenas no
AC Camargo Cancer Center e durante o trabalho foi necessario modificar do

cronograma devido o longo periodo de manutengdo do mesmo.
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7. Conclusao

No presente trabalho, a presengca de CD20 no microambiente tumoral foi
fator ndo independente de bom progndstico com redugdo na recidiva durante o
seguimento e esteve associado ao IPS baixo.
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8. Anexo

ANEXO 1 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLAREDIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“Avaliacdao do impacto e marcadores na imunoistoquimica e
infeccao pelo EBV por CISH na resposta terapéutica e
evolugao no linfoma de Hodgkin ao diagnéstico”

Visando aperfeigoar o servigo, melhorando o atendimento aos pacientes
e contribuir cientificamente, iremos avaliar todos os pacientes com diagnostico
de LINFOMA DE HODGKIN, que fazem acompanhamento no Ambulatério de
Onco-hematologia da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo.

Serado avaliados os dados contidos em prontuario sobre identificacao,
exames laboratoriais, biopsia de Medula Ossea, correlacionando-os para analise
estatistica. O tratamento n&o seréa prejudicado de forma alguma.

Ressaltamos que todos os dados obtidos serdo usados exclusivamente
para avaliacdo cientifica, n&do sendo divulgada a identificagdo de nenhum
paciente. Nao havera despesas pessoais para o participante em qualquer fase
do estudo, incluindo exames e consultas. Também nao havera compensacao
financeira por sua participacgao.

E importante esclarecer que, em qualquer etapa do estudo, os pacientes,
ou seus representantes terdo acesso aos responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas. A principal investigadora do estudo é a Dra
Talita Maira Bueno da Silveira Rocha, que podera ser encontrado no Hospital da
Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de S&o Paulo, situada na Rua Cesario
Mota Jr. 112 — Sao Paulo — SP tel: 2176.7256/ 2176.7250

Caso exista alguma considerag¢ao ou duvida sobre a ética desta pesquisa,
entre em contato com os Comités de Etica em Pesquisa (CEP) tel: 2176-7689 /
2176-7688

E garantida a liberdade de retirada de consentimento em qualquer
momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade
de seu tratamento na instituicéo.

Os pacientes terdo o direito de se manterem atualizados sobre os
resultados parciais da pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que
eu li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avaliagdo o impacto
da presenga de marcadores na imunoistoquimica (CD15, CISH, CD20 e CD68)
na resposta terapéutica a primeira linha de tratamento e SLP nos pacientes
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portadores de linfoma de Hodgkin”. Eu discuti com a Dra. Talita Maira Bueno da
Silveira Rocha e os demais pesquisadores sobre minha decisdo em participar
neste estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propésitos do estudo, as
garantias de confiabilidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacao € isenta de despesas e lucros e que tenho a
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidade
ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no

meu atendimento neste servico.

Data: [/ /

Assinatura do paciente

Data: [/ [/

Assinatura da testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente para sua participagcao neste estudo.

Data: [/ [/

Assinatura do responsavel pelo estudo
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.190.970

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de estudo retrospectivo, baseado na analise de dados de prontuario, sobre avaliacdo do impacto
dos marcadores de imunochistoquimica na resposta terapéutica de primeira linha de tratamento e sobrevida
livre de progressdo (SLP) nos pacientes portadores de linfoma de Hodgkin, maiores de 18 anos, em
seguimento na Santa Casa € no AC Camargo no periocdo de 2002 a 2016.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar o impacto da presenca de marcadores na imunohistoquimica (CD15, LPM1, CD30, CD20, CDé68 e
CD163) na resposta terapéutica a primeiralinha de tratamento € SLP nos pacientes portadores de linfoma de
Hodgkin.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Estudo de baio risco e beneficio de trazer maior compreensdo scbre relacdo entre marcadores
imunohistoquimicos e fatores prognésticos da doenca.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Termos adequados.
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Recomendagoes:
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Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Sem pendéncias.
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A documentacdo completa do projeto foi aprovada pelo CEP da Santa Casa de S3@o Paulo na reuniao

ordinaria

Apresentar Relatorios parciais e final do projeto. (modelo na pagina do CEP)

1° relatorio parcial devera ser apresentado ao CEP via Plataforma Brasil apos 6 meses

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Declaracdo de OFACPC1872017.pdf 14/07/2017 |Edgar Vieira Aceito
Instituicao e 13:51:43 |Rodrigues
| Infraestrutura
Informacoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 03/07/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_895992 pdf 13:52:44
Qutros parecer_da_comissao_cientifica_preenc| 03/07/2017 |Talita Maira Bueno Aceito

hido.pdf 13:52:22 |da Silveira da Rocha
Or¢camento Formulario_de_orcamento_preenchido.p| 03/07/2017 |Talita Maira Bueno Aceito
df 13:49:10 |da Silveira da Rocha
Declaracao de Formulario_de_autoriza_preenchido.pdf | 03/07/2017 |Talita Maira Bueno Aceito
Instituicdo e 13:48:52 |da Silveira da Rocha
Infraestrutura
Declaracdo de termo_de_compromisso_para_relatorio_| 03/07/2017 |Talita Maira Bueno Aceito
|Pesquisadores preenhido.pdf 13:43:26 | da Silveira da Rocha
Folha de Rosto folha_de_rosto_preenchida.pdf 07/04/2017 |Talita Maira Bueno Aceito
12:33:35 |da Silveira da Rocha
TCLE/Termos de | TermoConsentimentoLivreeEsclarecido. | 04/04/2017 |Talita Maira Bueno Aceito
Assentimento / doc 19:25:53 |da Silveira da Rocha
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | projeto_microambiente_tumoralln_com_i| 04/04/2017 |Talita Maira Bueno Aceito
Brochura esumo.docx 19:22:34 |da Silveira da Rocha
Investigador
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAQAO DE REFRATARIEDADE E RECIDIVA EM LINFOMA DE HODGKIN
ATRAVES DE ESTUDO IMUNOHISTOQUIMICO CONVENCIONAL

Pesquisador: Talita Maira Bueno da Silveira da Rocha

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 40376914 .2.0000.5432

Instituigao Proponente: Fundacdo Antdnio Prudente-Hospital do Cancer-A C Camargo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 998.1938
Data da Relatoria: 24/03/2015

Apresentacgao do Projeto:

Conforme parecer CEP no. 935.917.

Objetivo da Pesquisa:

Conforme parecer CEP no. 935.917.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Conforme parecer CEP no. 935.917.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Conforme parecer CEP no. 935.917.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Conforme parecer CEP no. 935.917.

Recomendagoes:

Vide abaixc em "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

1) O documento "PB_INFORMAQ@ES_BASICAS_DO_PROJEI'O_353268.pdf’, postado na PB em
18/12/2014, informa que serdo avaliados "marcadores imunohistoquimicos prognodsticos nas biopsias dos
pacientes com Linfoma de Hodgkin Classico na Santa Casa de S3o Paulo e AC

Enderego: Rua Professor Antdnio Prudents, 211

Bairro: Lberdade CEP: 01.502-200
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2139-5020 Fax: (11)2188-5020 E-mail: cep_hcancer@accamargo.org br
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Camargo Cancer Center". Entretanto, os documentos "trabalho Marcos.docx”, postado na PB em
27/11/2014, e "14.pdf” informam que o objetivo do protocolo em tela & estudar tais marcadores apenas na
Santa Casa de Sdo Paulo. Solicitam-se esclarecimentos e adequacg3o.

RESPOSTA: Os documentos “trabalhc Marcos.docx” e “14_pdf" foram alterados de acordo com a
metodologia proposta no projeto. No qual, o objetive do estudo & estudar os marcadores
imunohistoguimicos na Santa Casa de S3o Paulo e AC Camargoe Céncer Center.
ANALISE DE RESPOSTA: PENDENCIA ATENDIDA.

2) N&o sao descritos nos documentos analisados (inclusive o protocolo de pesquisa) quais marcadores
imunoistoquimicos serdo pesquisados nas biopsias. Solicitam-se esclarecimentos e adequacéo.
RESPOSTA: Os marcadores imunohistoguimicos que serdo estudados sdo: CD30/ CD15/ CD68/ CD20/ CD
163/ CMET. Né&o serdo realizados novos estudos para analisar as laminas. Estudaremos apenas as laminas
que ja houverem sido marcadas por esses anticorpos anteriormente descritos. Caso nd@o houver marcagéo
proposta, as laminas serdo excluidas.

Esses dados foram alterados no paragrafo de matérias e métodos do projeto.

ANALISE DE RESPOSTA: PENDENCIA ATENDIDA.

3) O documento “7.pdf" contém o Orgcamento Financeiro Detalhado. Entretanto, este foi calculado em
apenas R$ 100,00, relativos a material de escritorio. Considerando-se que o estudo de marcadores
imunoistoquimicos em biopsias apresenta custos com anticorpos, l&minas, laminulas e sistemas de
revelagdo de imunoistoguimica, solicitam-se esclarecimentos e adequacdo.

RESPOSTA: Como ndo serdo realizados a aplicacdo de novos marcadores nas laminas estudas, ndao
havera custos com anticorpos, lamina, laminulas e sistemas de revelacdo de imunoistoquimica.
ANALISE DE RESPOSTA: PENDENCIA ATENDIDA.

4) O documento "PB_INFORMA(;(‘Z')ES__BASICAS__DO__PROJETO_353268.de’, postado na PB em
18/12/2014, informa que ndo havera riscos para o participante de pesquisa. Solicitam-se comrecdes, uma vez
que, embora os riscos possam ser remotos, ndo s&o inexistentes (havera, por exemplo, acesso a dados de
prontuario € manipulacdo de amostras sob a guarda do Departamento de Anatomia Patologica, podendo
estes procedimentos trazer riscos de exposi¢do indevida da privacidade e direitc ao anonimato do
participante de pesquisa. Havera também risco de perda do material biolégico emblocado em parafina,
sendo que este pertence ao participante). Solicita-se,

Enderego: Rua Professor Antonio Prudents, 211

Bairro: Lberdade CEP: 01.502-200
UF: 5P Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2188-5020 Fax: (11)2188-5020 E-mail: cep_hcancer@accamargo.org br
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portanto, uma reavaliac@o dos riscos inerentes a

pesquisa e dos meios que serdo empregados para mitiga-los.

RESPOSTA: Retifico informacdes anteriormente descritas sobre os riscos para o paciente da
pesquisa.Havera coleta de dados do prontudrio, ndo nominados, podendo este trazer algum dano a
privacidade ao paciente. Como também, havera manipulagdo de blocos de parafina, o que podera acarretar
alguma perda ou deteriorizagdo do mesmo. Essas informacoes foram alteradas no documento
“PB_INFORMA(;f)ES_BASCIAS_DO_PROJETO_355268.pdf‘

ANALISE DE RESPOSTA: PENDENCIA ATENDIDA.

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Né&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

NOTA: Informacdes a respeito do andamento do referido projeto deverdo ser encaminhadas ao CEP dentro
de 06 meses a partir desta data em relatorio (modelo CEP).

SAQO PAULO, 25 de Marco de 2015

Assinado por:
Jefferson Luiz Gross
(Coordenador)
Enderego: Rua Professor Antdnio Prudente, 211
Bairro: Lberdade CEP: 01.502-200
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2132-5020 Fax: (11)21898-5020 E-mail: cep_hcancer@accamargo.org br
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