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RESUMO

BIOMARCADORES PROGNOSTICOS E PESQUISA DA INFECCAO PELO
EBV NOS LINFOMAS DIFUSOS DE GRANDES CELULAS B DAS TONSILAS
PALATINAS E DOS LINFONODOS

[INTRODUGAO] O LDGCB é o mais comum subtipo histolégico de LNH,
respondendo por 30-40% dos diagnésticos. Mais de 50% dos linfomas do anel
de Waldeyer acometem as tonsilas palatinas e o LDGCB é o principal
diagnoéstico. Atualmente, os LDGCB estdo sendo classificados segundo o perfil
de expressdo de determinadas proteinas que conferem melhor ou pior
prognéstico. A infecgdo pelo EBV como causa destes linfomas também vem
sendo estudada, principalmente na regido da cabega e pescogo, pois a
orofaringe é a porta de entrada do virus no organismo. [OBJETIVO] Estudar as
caracteristicas clinicas, laboratoriais e o perfil de expressao imuno-histoquimica
para alguns marcadores (CD10, Bcl-2, Bcl-6, MUM1, p53, CD5 e CD34) nos
LDGCB das tonsilas palatinas, correlacionando-os com o prognéstico, e
estabelecer a associagdo destes linfomas com a infecgdo pelo EBYV,
comparativamente com linfomas nodais. [PACIENTES E METODOS] Foram
estudados retrospectivamente todos os pacientes com LDGCB das tonsilas
palatinas diagnosticados no Hospital Aristides Maltez, em Salvador — Bahia,
Brasil, no periodo de janeiro de 1999 a dezembro de 2006. Foi também
estudado um grupo de 19 pacientes com LDGCB nodal diagnosticado no
mesmo periodo. Os pacientes foram submetidos a revisao histopatolégica e foi
feita IHQ complementar para CD10, Bcl-2, Bel-6, MUM1, p53, CD5 e CD34. Foi
também realizada pesquisa da infecgdo pelo EBV pela técnica da hibridizagao
in situ. A andlise de SG e SLE foi feita pelo método de Kaplan-Meier e a
comparagao destas sobrevidas pelo log-rank test. [RESULTADOS] De um total
de 567 diagnésticos de LNH, o LDGCB representou 44,6% dos casos (253
casos) e os LDGCB das tonsilas palatinas representaram 4,2% do total de
diagnésticos (24 casos). Os pacientes com linfoma tonsilar apresentaram LDH
significantemente mais baixa que pacientes com linfoma nodal (p= 0,02).
Pacientes com IPl 0 e 1 apresentaram SG e SLE maior (se considerados todos
juntos) que pacientes com IPl 2 2 (p= 0,04 e 0,005, respectivamente) e
pacientes com linfoma nodal e IPI 0 e 1 apresentaram SLE maior (p= 0,01).
Pacientes com expressdo de Bcl-2 e linfoma tonsilar apresentaram SLE
significantemente menor (p= 0,02). Pacientes com linfécitos < 1.000/mm?3 ao
diagnostico apresentaram SG menor (p= 0,02), se considerados todos juntos.
Pacientes com linfoma tonsilar e linfécitos < 1.000/mm?3 apresentaram SG e
SLE menores (p= < 0,0001 e 0,003, respectivamente). Nao houve diferenga
significativa na sobrevida entre pacientes dos dois grupos (tonsilar e nodal) e o
perfil de CG e ndo-CG, assim como em relagdo & expressao de p53 e CD34. A
pesquisa de CD5 e da infecgdo pelo EBV resultaram negativas.
[CONCLUSAO] Os parametros que influenciaram a SG e a SLE nos pacientes
com linfoma tonsilar foram a contagem linfocitaria ao diagnéstico e a expressao
de Bcl-2. Nos pacientes com linfoma nodal o IPI influenciou a SLE. Nao foi
demonstrada infecgdo pelo EBV nos pacientes estudados. [PALAVRAS-
CHAVE] Biomarcadores; LDGCB; Tonsilas palatinas; EBV.



ABSTRACT

PROGNOSTIC BIOMARKERS AND EBV INFECTION RESEARCH IN DIFFUSE
LARGE B-CELL LYMPHOMAS OF THE PALATINE TONSILS AND LYMPH NODES

[INTRODUCTION] Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the most
histological subtype of non-Hodgkin lymphoma (NHL), corresponding for 30-
40% of the diagnosis. More than 50% of the lymphomas in Waldeyer’s ring
occur in the palatine tonsils and DLBCL is the main diagnosis. Presently,
DLBCL are classified according to the expression profiles of certain proteins
that are related to better or worse prognosis. Epstein-Barr virus (EBV) infection
as a cause of this lymphomas has being studied, especially in head and neck
region, once oropharynx is the main access of this virus into the organism.
[OBJECTIVE] Study the clinical and laboratories characteristic, and the
immunohistochemical expression profile for same markers (CD10, Bcl-2, Bcl-6,
MUMA1, p53, CD5, and CD34) in the DLBCL of the palatine tonsils relating than
with the prognosis, and establish an association of this lymphomas with the
EBV infection, comparing with nodal lymphomas. [PATIENTS AND METHODS]
All patients included at this study were diagnosis with DLBCL of the palatine
tonsils and were followed at the Aristides Maltez Hospital during January 1999
to December 2006 was studied retrospectively. A group of 19 patients
diagnosed with nodal DLBCL was studied at the same period. The patients
were submitted to histopathological review and complementary
immunohistochemical was done for CD10, Bcl-2, Bcl-6, MUM1, p53, CD5, and
CD34. Search for EBV infection was also done through in situ hybridization
technique. Overall survival (OS) and event free survival (EFS) analysis was
done through Kaplan-Meier method and comparison of these survivals through
log-rank test. [RESULTS] Out of 567 diagnosis of NHL total, DLBCL
represented 44.6% of cases (253 cases) and DLBCL of the palatine tonsils
4.2% of the total diagnosis (24 cases). Patients with tonsils lymphoma had
significantly lower LDH (lactate dehydrogenase) value than patients with nodal
lymphoma (p= 0.02). Patients with 0 and 1 IPI (International Prognostic Index)
had higher OS and EFS (if all were considered together) than patients with IPl 2
2 (p= 0.04 and 0.005, respectively), and patients with nodal lymphoma and IPI 0
and 1 had higher EFS (p= 0.01). Patients with tonsil lymphoma who expressed
Bel-2 had significantly lower EFS (p= 0.02). Patients with lymphocyte count <
1.000/mm?3 had lower OS (p= 0.02) if considered all together. Patients with
tonsils lymphoma and lymphocyte count < 1.000/mm3 had lower OS and EFS
(p= < 0.0001 and 0.003 respectively). There was no significant difference in the
survival among patients from both groups (tonsil and nodal) and the GC
(germinal center) and non-GC profile, as well as in relation to p53 and CD34
expression. CD5 and EBYV infection research was negative. [CONCLUSIONS]
Parameters than influenced OS and EFS in the patients with tonsils lymphoma
were lymphocyte count at the time of the diagnosis and Bcl-2 expression. IPI
influenced EFS in the patients with nodal lymphoma. EBV infection was not
found in the studied patients. [KEY WORDS] Biomarkers; DLBCL; Palatine
tonsils;EBV.
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1 INTRODUCAO

As tonsilas palatinas, juntamente com os tecidos linféides da nasofaringe, da
base da lingua e da parede posterior da orofaringe, comp6éem o anel linfético
de Waldeyer. Este anel localiza-se na entrada dos tratos aéreo e digestivo e é
o segundo sitio mais comum de linfomas extranodais apés o trato
gastrointestinal (YUEN & JACOBS, 1999; NATHU et al., 1999). Estes tumores
representam 15 a 20% de todos os linfomas e metade dos linfomas de cabeca
e pescogo. Cerca de 50% dos linfomas do anel de Waldeyer acometem as
tonsilas palatinas na sua apresentagao, podendo ser bilaterais em torno de
20% dos casos (ZUCCA et al., 1999).

A maioria dos linfomas que acomete as tonsilas palatinas é de células B, e
destes, o linfoma difuso de grandes células B representa a maioria dos casos,
atingindo 80% em algumas séries estudadas (ZUCCA et al., 1999; SILVA
NETO et al., 2008).

Embora morfologicamente indistintos alguns estudos moleculares suportam a
hipétese de que o LDGCB compreende um grupo heterogéneo de linfomas
com implicagdes prognésticas diferentes (ALIZADEH et al, 2000).
Classicamente, o indice Prognéstico Internacional (SHIPP et al., 1993) vem
sendo utilizado para predizer a sobrevida de pacientes com LDGCB, porém ele
ndo é util em todos os casos. Estudos utilizando anélise por DNA microarray
mostram que o perfil de expressdo génica do LDGCB semelhante as células B
do centro germinativo teria melhor prognéstico que o perfil semelhante as
células B ativadas (ALIZADEH et al., 2000; ROSENWALD et al., 2002).
Transpondo este perfil génico para a expressado protéica, Hans e colegas
(2004) propuseram um algoritmo para classificar os pacientes com LDGCB em
perfil de centro germinativo (CG) e ndo-CG utilizando trés marcadores imuno-
histoquimicos (CD10, Bcl-6 e MUM1): o perfil semelhante ao CG apresentou
melhor sobrevida que nédo-CG. Outros marcadores teciduais, tais como Bcl-2
(MURIS et al., 2006), CD5 (YAMAGUCHI et al., 2002), proteina p53 (PIRIS et
al., 1994) e densidade dos microvasos (VACCA et al., 1995) tém sido referidos
como preditores de prognéstico em LDGCB. Recentemente, tem sido descrito
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que a contagem linfocitaria < 1.000 células/mm3® ao diagnéstico esta
relacionada a sobrevida global inferior em LDGCB (KIM et al., 2007).

Outro marcador prognéstico tecidual controverso tem sido a detec¢do da
infecgdo pelo Virus Epstein-Barr (EBV) em células neoplasicas. Enquanto em
linfomas de Hodgkin pediatricos esta infecgdo esta relacionada a um melhor
prognoéstico (ENGEL et al., 2000), em adultos com LDGCB esta infecgao
parece estar relacionada a um pior prognoéstico (PARK et al., 2007) e tem sido
detectada em cerca de 9% dos pacientes com LDGCB (PARK et al., 2007). Em
linfomas de cabega e pescogo, entretanto, este indice parece ser mais elevado,
atingindo 90% no Egito (BAHNASSY et al., 2006).

Considerando que o uso do IPl tem se mostrado insuficiente como unico
marcador prognéstico em LDGCB, avaliamos a significancia prognéstica de
outros marcadores laboratoriais e teciduais, tais como contagem linfocitaria ao
diagnéstico, perfil imuno-histoquimico, densidade vascular e infecgao pelo EBV
em LDGCB tonsilares. Para tanto, estes linfomas foram comparados com
LDGCB nodais, todos procedentes de uma instituigdo de referéncia para o
diagnéstico e tratamento de pacientes com cancer no nordeste do Brasil.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE AS TONSILAS PALATINAS

As tonsilas palatinas sdo massas de tecido linféide localizadas lateralmente na
parede da orofaringe (Figuras 1 e 2) e representam o maior acumulo de tecido
linféide do anel de Waldeyer, composto também pela tonsila faringea, pelo
tecido linféide da base da lingua e pelo tecido linféide da parede posterior da
orofaringe (GOSS, 1988).

Figura 1: Vista anterior das tonsilas palatinas Figura 2: Vista sagital da tonsila palatina
(adaptado de Netter — Atlas de Anatomia) (adaptado de Sobotta — Atlas de Anatomia)

As tonsilas palatinas estdo estrategicamente localizadas na entrada do trato
aerodigestivo para a prote¢gdo imunolégica do mesmo. S&o recobertas por
epitélio estratificado pavimentoso semelhante ao do palato. As tonsilas
palatinas apresentam em sua superficie 10 a 30 invaginagbes bem
desenvolvidas denominadas criptas. Cada cripta é circundada por uma camada
de tecido linfatico contendo numerosos nédulos linfaticos esparsos, cujos
centros germinativos sdo especialmente desenvolvidos em criangas e adultos
jovens (GOSS, 1988; KAMANI & DOUGLAS, 1992) (Figura 3).

Uma fina capsula de tecido conjuntivo, derivada da submucosa da faringe,
envolve toda a tonsila palatina e envia delicados septos entre as camadas de
tecido linfatico que envolve as criptas. O epitélio escamoso das criptas possui
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sistema complexo de transporte através de microporos que levam antigenos
ingeridos ou inalados ao tecido linféide subjacente (GOSS, 1988). Dentro do
tecido linféide o antigeno entra em contato com as células processadoras de
antigenos, responséveis por apresenta-lo aos linfocitos T. Quando hd uma
concentragdo suficiente de um antigeno, é estimulada a diferenciagdo de
linfécitos B em plasmécitos e sua expansao clonal. Isso resulta na produgédo de
imunoglobulinas que é transportada a superficie mucosa, fornecendo protegéo
imunolégica local. Mecanismos de defesa no interior da tonsila palatina
eliminam os estimulos antigénicos mais fracos. Por isso, apenas concentragées
antigénicas elevadas induzem a proliferagdo de linfécitos B nos centros
germinativos. As tonsilas sdo imunologicamente ativas entre os quatro e 10
anos de idade. A involugdo do tecido linféide ocorre apés a puberdade,
resultando na diminui¢édo local da populagdo de linfécitos B (que, na infancia,
correspondem a 50-65% do total) e no aumento da proporgéo de linfécitos T
(KAMANI & DOUGLAS, 1992).

Figura 3: Aspectos histolégicos das tonsilas palatinas. Em A observam-se o epitélio
estratificado e o sistema de criptas (H&E, 40X). Em B observam-se os foliculos linféides (H&E,
40X). Disponivel em <http://www.uv.es/histomed/odonto/07-amigdala/07-amigdala.htm>.

As tonsilas palatinas lembram o tecido linféide associado a mucosas (MALT) do
trato intestinal na sua relagdo com o epitélio faringeo e ndo possuem vasos
linfaticos aferentes (ZUCCA et al, 1999), por isso, sdo consideradas como
6rgaos extranodais (ZUCCA et al, 1999; SWERDLOW et al., 2008).


http://www.uv.es/histomed/odonto/07-amigdala/07-amigdala.htm
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2.2 O LINFOMA DIFUSO DE GRANDES CELULAS B

O LDGCB é uma neoplasia de células linféides B grandes com tamanho do
nucleo igual ou maior que o nucleo de um macréfago normal ou mais do que
duas vezes o tamanho de um linfécito normal, que tem um padréo de
crescimento difuso (SWERDLOW et al., 2008). Citomorfologicamente, o
LDGCB pode ser dividido em variantes morfolégicas comuns (centroblastica,
imunoblastica e anaplésica) e raras (com estroma mixéide ou com matriz
fibrilar, com formagdo de pseudo-rosetas, dentre outras). As células
neoplasicas expressam marcadores pan-B como CD19, CD20, CD22 e CD79a,
mas podem perder a expressdo de um ou mais destes marcadores.
Imunoglobulina de superficie e/ou citoplasmatica pode ser demonstrada em 50-
75% dos casos (SWERDLOW et al., 2008).

A nova classificagdo da OMS de 2008 (SWERDLOW et al., 2008) inclui para os
LDGCB algumas variantes morfolégicas, dois subgrupos moleculares, trés
subgrupos imuno-histoquimicos, outros subtipos especificados de LDGCB e
linfomas com situagdes intermediarias entre duas entidades (Tabela 1).

O linfoma difuso de grandes células B € um dos subtipos mais comuns de LNH,
compreendendo 30-40% de todos os linfomas. E um subtipo com frequente
apresentacao extranodal (MOLLER et al., 2004; JAFFE & PITTALUGA, 2005;
LOPEZ-GUILLERMO et al., 2005) que varia de um tergo a um quarto dos casos
(LOPEZ-GUILLERMO et al., 2005). Estes linfomas tém um comportamento
biolégico agressivo, mas respondem bem & quimioterapia. As taxas de
remissao completa com os regimes modernos de quimioterapia chegam a 75-
80%, com sobrevida livre de doenga duradoura em mais de 50% dos casos
(JAFFE & PITTALUGA, 2005).
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Tabela 1: Variantes morfolégicas, subgrupos e subtipos de LDGCB

1- Linfoma difuso de grandes células B, sem outras especificacées
1.1- Variantes morfoldgicas comuns:
1.1.1- Centroblastica
1.1.2- Imunobléstica
1.1.3- Anaplasica
1.2- Variantes morfolégicas raras
1.3- Subgrupos moleculares:
1.3.1- Semelhante as células B do centro germinativo
1.3.2- Semelhante as células B ativadas
1.4- Subgrupos imuno-histoquimicos:
1.4.1- Linfoma difuso de grandes células B CD5 positivo
1.4.2- Semelhante as células B do centro germinativo
1.4.3- Semelhante as células B ndo do centro germinativo

2- Subtipos de linfoma difuso de grandes células B
2.1- Linfoma de grandes células B, rico em células T/histiécitos
2.2- Linfoma difuso de grandes células B primério do sistema nervoso central
2.3- Linfoma difuso de grandes células B primario cutaneo, tipo da perna
2.4- Linfoma difuso de grandes células B EBV positivo dos idosos

3- Outros linfomas de grandes células B
3.1- Linfoma de grandes células B primario do mediastino (timico)
3.2- Linfoma de grandes células B intravascular
3.3- Linfoma difuso de grandes células B associado com inflamagao crénica
3.4- Granulomatose linfomatéide
3.5- Linfoma de grandes células B ALK positivo
3.6- Linfoma plasmablastico
3.7- Linfoma de grandes células B surgindo na doenga de Castleman multicéntrica
associada ao HHV-8
3.8- Linfoma primario de efusao

4- Casos “borderlines”
4.1- Linfoma de células B, inclassificavel, com caracteristicas intermediarias entre
linfoma difuso de grandes células B e linfoma de Burkitt
4.2- Linfoma de células B, inclassificavel, com caracteristicas intermediarias entre
linfoma difuso de grandes células B e linfoma de Hodgkin classico

Fonte: adaptado de Swerdlow et al., 2008.

2.3 LDGCB DAS TONSILAS PALATINAS

O anel de Waldeyer é o segundo sitio mais comum de linfomas nao-Hodgkin
extranodais apés o trato gastrointestinal. Estes tumores representam 15 a 20%
de todos os linfomas e, aproximadamente, metade dos linfomas de cabeca e
pescoco (YUEN & JACOBS, 1999; NATHU et al., 1999). Cerca de metade dos
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LNHs do anel de Waldeyer acometem as tonsilas palatinas e podem ser
bilaterais em torno de 20% dos casos (ZUCCA et al., 1999).

Em relagdo a histologia, a grande maioria dos linfomas que acometem as
tonsilas sao linfomas de células B, com o LDGCB representando mais de 70%
destes linfomas (ZUCCA et al.,, 1999; SILVA NETO et al., 2008). As séries
publicadas sobre LDGCB das tonsilas palatinas mostram predominio de
acometimento do sexo masculino e idade ao diagnéstico em torno de 60 anos.

Em 1994, Lee et al. publicaram estudo realizado na Coréia com 18 pacientes
com LNH do anel de Waldeyer. Treze destes pacientes tinham linfoma nas
tonsilas palatinas e nove tinham LDGCB, havendo discreto predominio em
pacientes do sexo masculino.

Krol et al., em 2001, publicaram grande estudo sobre linfomas do anel de
Waldeyer realizado na Holanda. Foram avaliados 1.168 pacientes e destes,
101 (9%) tinham linfoma do anel de Waldeyer. As tonsilas estavam acometidas
em 62% dos pacientes (n= 42) e o LDGCB foi encontrado em 66% dos
pacientes. Neste estudo houve discreto predominio de pacientes do sexo
feminino, com idade superior a 60 anos. Também em 2001, Ezzat et al.
estudaram 130 pacientes sauditas com linfoma do anel de Waldeyer. O sitio
primario destes linfomas foi a tonsila palatina em 58% dos casos e o LDGCB
representou 84% dos diagndsticos. Houve predominio do sexo masculino,
porém a idade ao diagndstico destes pacientes foi menor que 60 anos em 65%
dos casos.

Na Turquia, Gurkaynak et al. publicaram estudo realizado em 2003 com 32
casos de LNH do anel de Waldeyer. Cinquenta por cento dos pacientes tinham
envolvimento das tonsilas palatinas ao diagnéstico e com 13 casos de LDGCB.
Também houve predominio discreto do sexo masculino e a idade média ao
diagnéstico foi de 46 anos.

Em 2005, estudo realizado no Ira (MOHAMMADIANPANAH et al.) mostra 19
casos de LNH das tonsilas palatinas, com 10 casos de LDGCB. Os pacientes
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deste estudo eram predominantemente do sexo masculino, com idade média
de 44 anos. Também em 2005, Frata et al. publicaram estudo com 107
pacientes com LNH de cabega e pescogo realizado na ltalia. O sitio primario do
linfoma foi a tonsila palatina em 58% dos casos e 80% dos pacientes tinham
linfoma de grau intermediario, contudo sem descricdo exata da histologia.
Novamente o predominio foi de pacientes do sexo masculino e com idade
maior que 60 anos.

Mais recentemente, estudo local (Salvador — Bahia), demonstrou que, de 145
diagnoésticos de LNH realizados em uma instituigdo de referéncia em céancer,
30,3% eram extranodais, sendo 65% destes localizados na regido de cabega e
pescogo. O acometimento das tonsilas foi observado em 11/40 casos (27,5%)
de linfoma extranodal e, nesta localizagdo, o LDGCB foi o subtipo histoldgico
mais comum com nove diagnésticos (SILVA NETO et al., 2008).

2.4 FATORES PROGNOSTICOS EM LDGCB

O LDGCB é uma entidade heterogénea. Na classificagdo da OMS multiplas
variantes morfolégicas sao reconhecidas e uma variedade de anormalidades
genéticas e moleculares estdo presentes de forma variavel (SWERDLOW et
al., 2008), além do que os pacientes exibem variadas apresentagées clinicas e
diferentes respostas a terapia. Entretanto, os avangos na biologia molecular
tém levado a um reconhecimento de novas entidades e ha uma tentativa de
agrupar os subtipos histolégicos de LDGCB de acordo com o prognéstico
(SEHN, 2006).

Para que um marcador progndstico possa ser util clinicamente ele deve
obedecer a alguns critérios: as amostras do marcador devem estar acessiveis;
a tecnologia deve estar uniformemente disponivel; a metodologia deve estar
padronizada e deve poder ser reprodutivel; o marcador deve ser independente
de outros marcadores prognésticos reconhecidos; deve predizer uma ampla
taxa de resultados clinicos ou caracterizar um subgrupo que possa se
beneficiar de uma terapia especifica e deve ser validado prospectivamente em
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uma populagdo de pacientes independentes (SEHN, 2006; LOSSOS &
MORGENSZTERN, 2006).

A informagdo prognéstica necessaria pode ser baseada em dados clinicos ou
pode ser obtida através do estudo de amostras de tecido tumoral. Cuidado
especial deve ser tomado neste Gltimo caso, pois a conservagéo das amostras
é parte fundamental para que o(s) estudo(s) possa(m) ter resuitado(s) confiavel
(is). E importante também reconhecer que a informagdo trazida por
determinado marcador clinico ou biolégico pode ser um “alvo em movimento”,
pois a introdugdo de novas terapias pode significar alteragdo na relevancia de
determinado fator prognéstico previamente reconhecido como util (SEHN,
2006; WILSON et al., 2007).

2.4.1 Fatores prognosticos clinicos

O indice Prognéstico Internacional (IP1) tem sido uma ferramenta amplamente
utilizada para predizer a sobrevida de pacientes com linfomas agressivos,
incluindo o LDGCB. Baseado no nimero de fatores prognésticos negativos ao
diagnéstico (idade maior que 60 anos, estadiamento IlI/lV da doenga, nivel de
LDH elevado, ECOG maior que ou igual a dois e mais de um sitio extranodal
de doenga presente), quatro grupos prognosticos foram identificados com
sobrevida global variando de 26-73% (SHIPP et al., 1993) (Tabela 2).

Mais recentemente, apés o advento da imunoterapia nos LDGCB (anticorpo
monoclonal anti-CD20), foi realizada uma andlise retrospectiva de 365
pacientes tratados com esquema R-CHOP na British Columbia (1PI revisado ou
R-IPI). Embora o IPl mantivesse seu valor prognéstico, apenas trés grupos
prognésticos foram identificados, com sobrevida global variando de 55-94%
(SEHN et al., 2007). Contudo, estes dados precisam ser validados em ensaios
prospectivos com populagdo independente. A tabela 2 sumariza os dados de
sobrevida relativos ao IPl e ao R-IPI.
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Tabela 2: Dados de sobrevida segundo o IPl e o R-IPI

Grupos de risco Numero de % de Sobrevida

fatores pacientes global (%)

IPl (n=2.031) (em 5 anos)
Baixo Oout 35 73
Baixo-intermediario 2 27 51
Alto-intermediario 3 22 43
Alto 40ub 16 26

R-IPI (n= 365) (em 4 anos)
Muito bom 0 10 94
Bom iou?2 45 79
Ruim 3,40ub 45 55

Fontes: adaptada de Shipp et al., 1993 e Sehn et al., 2007.

2.4.2 Marcadores prognésticos teciduais

A heterogeneidade do LDGCB torna-se mais evidente diante da expressao
variavel de uma grande quantidade de marcadores teciduais, alguns dos quais
vistos como preditores de resposta a terapia. Embora o estudo de certos
marcadores individualmente tenha aumentado o conhecimento sobre a
patogénese do LDGCB, muitos estudos ainda apresentam resultados
conflitantes (SEHN, 2006).

A tabela 3 apresenta uma lista de marcadores teciduais, seu papel prognéstico
nos LDGCB e o mecanismo envolvido.

Neste trabalho foram analisados principalmente os marcadores teciduais
relacionados com a diferenciagdo celular. A seguir estdo descritos os
biomarcadores avaliados por expressdo imuno-histoquimica no contexto do
nosso trabalho.
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Tabela 3: Marcadores prognésticos teciduais em LDGCB

Marcador Efeito no resultado Mecanismo
progndstico
Bcl-2* Desfavoravel Anti-apoptose
Bcl-6* Favoravel Repressor transcripcional
cb10* Favoravel Endopeptidase neutra
CD5* Desfavoravel Diferenciacao da célula B
FOXP1 Desfavoravel Fator de transcrigdo
MUM1* Desfavoravel Fator de transcricdo
Proteina p53* Desfavoravel Regulagéo do ciclo celular
Alta densidade dos Desfavoravel Angiogénese
microvasos (CD34)*
Ciclinas D2/D3 Desfavoravel Regulagéo do ciclo celular
Survivina Desfavoravel Anti-apoptose
CD21 Favoravel Diferenciagao da célula B
sVEGF Desfavoravel Angiogénese

Fonte: adaptada de Sehn, 2006. * Marcadores utilizados neste trabalho

2.4.2.1 Marcadores do perfil de centro germinativo e nao-centro
germinativo

Estudos de perfil de expressdo génica tém tentado caracterizar alteragdes
especificas em células tumorais através da expressdo de mRNA. Estes
estudos tém confirmado que existem subgrupos moleculares distintos de
LDGCB. Os dois principais subtipos identificados mostram perfil similar as
células B normais do centro germinativo (GCB) e outro que mimetiza o de
células B ativadas do sangue periférico (ABC) (ALIZADEH et al., 2000).

Usando a tecnologia de DNA microarray, Alizadeh et al. (2000) demonstraram
que pacientes com LDGCB com perfil de expressdo génica semelhante as
células B do centro germinativo apresentaram sobrevida global
significantemente superior a pacientes que apresentaram perfil semelhante ao
das células B ativadas do sangue periférico, pois estes Ultimos apresentam
uma ativagdo constitutiva da via do NFkB, que leva a um bloqueio da apoptose
induzida pela quimioterapia (DAVIS et al., 2001).

Em 2002, Rosenwald et al. também utilizando a tecnologia de DNA microarray,

mostraram mais uma vez que pacientes com LDGCB com perfil semelhante a
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GCB apresentavam melhor sobrevida que pacientes com perfil semelhante a
ABC.

Contudo, devido a falta de padronizagao dos testes comercialmente disponiveis
referidos acima e a necessidade de amostras de tecido fresco ou congelado,
esta ainda nao é uma metodologia de uso rotineiro na pratica diagnoéstica atual.
Por isso, diversos investigadores, baseados em informagbes derivadas de
estudos de DNA microarray, tém tentado criar modelos mais reprodutiveis

utilizando outras técnicas, como a imuno-histoquimica.

Em 2004, Hans et al. utilizando a expressdo imuno-histoquimica de trés
marcadores (CD10, Bcl-6 e MUM1), estudaram 152 pacientes com LDGCB e
categorizam-nos em pacientes com perfil de centro germinativo (CG) e nao-
centro germinativo (ndo-CG), conforme mostrado na figura 4. Pacientes com
perfil de CG mostraram sobrevida global significantemente melhor que
pacientes com perfil ndo-CG. O estudo serviu ainda para validar esta técnica
como uma modalidade alternativa mais acessivel que o DNA microarray.

Figura 4: Algoritmo de decisao para classificagao dos LDGCB

CD10 V

x _y MUMlh\

Bcl-6 GCB

-\' ABC

Fonte: adaptado de Hans et al., 2004.

ABC

O CD 10 é uma endopeptidase neutra associada a membrana celular que é
expresso em uma variedade de tecidos humanos, mas no tecido linféide tem
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expressao restrita em células do centro germinativo (DOGAN et al., 2000). O
Bcl-6 é uma proteina que atua como um repressor transcripcional e é expresso
em células B do centro germinativo e em uma sub-populagédo de células T CD4
positivas (HANS et al., 2004). MUM1 é um membro da familia dos interferons e
é expresso em plasmécitos e na fase final de diferenciagdo da célula B,
podendo ser considerado um marcador de célula B poés-centro germinativo
(HANS et al., 2004). Outro marcador muito frequente em células neoplasicas
centrofoliculares é o Bcl-2. Apesar de nado ser utilizado no algoritmo de Hans et
al. (2004), ele tem sido identificado em diversos estudos como um marcador
prognéstico em LDGCB. O Bcl-2 é uma proteina anti-apoptética que é
importante no desenvolvimento e diferenciagdo da célula B normal (SEHN,
2006) e esta ausente nos centros germinativos n3o neoplasicos. O papel
prognéstico da expressdo por IHQ do CD10, Bcl-6, MUM1 e Bcl-2,
isoladamente, em alguns trabalhos realizados em pacientes com LDGCB séo
sumarizados nas tabelas 4, 5, 6 e 7, respectivamente.

Especificamente em relagdo ao LDGCB das tonsilas palatinas e sua
classificagao segundo o perfil de CG ou ndo-CG, apenas dois estudos foram
encontrados. Em 2003, Ree et al. estudaram retrospectivamente 51 pacientes
(42 coreanos e 9 japoneses) com LDGCB das tonsilas palatinas. Houve
predominio do sexo masculino e a idade média dos pacientes foi de 61 anos.
Uma discreta maioria dos pacientes (51%) apresentou perfil semelhante as
células do CG, caracterizado apenas pela expressao de Bcl-6, porém estes
autores nao utilizaram MUM1 e nem utilizaram nenhum algoritmo j& descrito na
literatura para classificar melhor os grupos.

Em 2009, Wong et al. estudaram 17 pacientes com LDGCB das tonsilas
palatinas na Malasia. Utilizando o algoritmo de Hans et al. (2004), seis
pacientes foram classificados como perfil semelhante ao CG e 11 pacientes
foram classificados como nao-CG. Também houve discreto predominio de
pacientes do sexo masculino (nove casos) e a idade dos pacientes variou de
19-76 anos.
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Tabela 4: Papel prognéstico da expressao IHQ de CD10 em LDGCB

Referéncia Numero de Percentual de | Andlise estatistica
pacientes casos positivos | (sobrevida global)
Ohshima et al., 2001* 138 28,2% Significante
Colomo et al., 2003 128 21% Nao significante
Hans et al., 2004* 152 28% Significante
Fabiani et al., 2004 98 34% N&o significante
Biasoli et al., 2005 83 25% Nao significante
Berglund et al., 2005* 159 35% Significante
De Paepe et al., 2005 151 40% Nao significante
Muris et al., 2006* 71 23% Significante
Van Imhoff et al., 2006* 64 50% Signiﬁcante

*Nota: a positividade foi associada com sobrevida global superior nestes estudos.

Tabela 5: Papel prognéstico da expressao IHQ do Bcl-6 em LDGCB

Referéncia Numero de Percentual de | Analise estatistica
pacientes casos positivos | (Sobrevida global)
Lossos et al., 2001* 30 63,3% Significante
Colomo et al., 2003 127 72% N&o significante
Hans et al., 2004* 152 56% Significante
Berglund et al., 2005* 161 48% Significante
De Paepe et al., 2005 153 70,5% N&o significante
Muris et al., 2006 71 58% Nao significante
Winter et al., 2006* 199 77% Significante
Veelken et al., 2007* 60 85% Significante

*Nota: a positividade foi associada com sobrevida global superior nestes estudos.

Tabela 6: Papel prognéstico da expressao IHQ de MUM1 em LDGCB

Referéncia Numero de Percentual de | Analise estatistica
pacientes casos positivos | (Sobrevida global)
Colomo et al., 2003 126 54% N&o significante
Hans et al., 2004* 151 47% Significante
De Paepe et al., 2005 152 58,5% Néo significante
Muris et al., 2006* 71 65% Significante
Van Imhoff et al., 2006* 64 17% Significante

*Nota: a positividade foi associada com sobrevida global inferior nestes estudos.
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Tabela 7: Papel prognéstico da expressao IHQ do Bcl-2 em LDGCB

Referéncia Numero de Percentual de | Analise estatistica
pacientes | casos positivos | (Sobrevida global)
Hermine et al., 1996* 151 45% Significante
Kramer et al., 1996 165 42% Néo significante
Gascoyne et al., 1997* 116 28% Significante
Barrans et al., 2002* 111 56% Significante
Colomo et al., 2003* 126 59% Significante
Sohn et al., 2003 94 26,4% N&o significante
Hans et al., 2004 152 50% N&o significante
Biasoli et al., 2005* 86 42% Significante
Berglund et al., 2005* 156 55% Significante
Pedersen et al., 2005* 76 51% Significante
Muris et al., 2006* 71 30% Significante
Van Imhoff et al., 2006* 64 45% Significante
Amen et al., 2007* 79 45,7% Significante

*Nota: a positividade foi associada com sobrevida global inferior nestes estudos.

Também é necessario que os marcadores prognésticos teciduais em LDGCB
sejam validados na era da imunoterapia. Wilson et al., em 2007, publicaram
estudo realizado no Canada com 140 pacientes com LDGCB e concluiram que
a terapia com esquema R-CHOP pode reverter o efeito prognostico adverso da
expressao de Bcl-2 nestes pacientes.

2.4.2.2 A Proteina p53

O gene supressor tumoral P53 encontra-se situado no brago curto do
cromossomo 17 (regido p13.1) e transcreve a proteina nuclear de 53
kilodaltons, denominada proteina 53 (p53). O termo “guardida do genoma”
atribuido a esta proteina é decorrente da sua fungdo de monitoramento da
integridade do genoma, impedindo a proliferagdo de células com DNA mutado
(LANE, 1992). A proteina p53, quando acumulada no nicleo celular, inibe o
ciclo mitdtico no inicio da fase G1 e ativa a transcricdo de genes de reparo,
impedindo a propagagao do erro genético para as células filhas. No entanto, se
o reparo do DNA néo for efetuado de forma satisfatoria, a proteina p53 dispara
o0 mecanismo de apoptose. A proteina pode perder a sua fungédo quando o
gene sofre mutacdo pontual, delegdo génica e por inser¢do de novos
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nucleotideos na sequéncia do DNA. Quando alterada, se acumula no ntcleo
celular, sendo facilmente visualizada por técnicas de imuno-histoquimica e
perde a capacidade de parar o ciclo celular e de induzir a apoptose. Ocorre
entdo a proliferagdo de células clonais com instabilidade genética e
transformagéo neoplasica (MILNER, 1997; STEELE et al., 1998; NIEDER et al.,
2001; KLUMB & CAVALCANTI JUNIOR, 2002).

Um dos primeiros relatos da expressdo de p53 em LDGCB foi feito em 1996
por Kramer et al. Eles estudaram 372 pacientes com LDGCB na Holanda e a
expressio da proteina p53 foi estudada em 364 destes pacientes, com 13%
dos casos positivos. Nao houve diferenga na sobrevida entre os pacientes
positivos e negativos, porém a forte expressao da proteina p53 foi relacionada

a pacientes com alta carga tumoral.

Em 1997, Ichikawa et al. demonstraram que pacientes japoneses com
mutagdes no gene P53 apresentam pior progndstico que os pacientes com
gene P53 ndo mutado. Neste trabalho foram estudados pacientes com linfoma
de células B agressivos, sendo excluidos casos de linfoma linfoblastico e

linfoma de pequenas células nao-clivadas.

Miyauchi et al. (2000) descrevem 13 casos de pacientes com LNH de células B
na regidao da cabega e pescogo. Destes 13 casos, nove mostram expressao da
proteina p53 (69,2%) e sete mostram mutagcdo no gene P53 (53,8%). Nesta
casuistica, dois pacientes apresentavam LDGCB do anel de Waldeyer, sendo
que nenhum dos dois tinha mutagdo do gene P53, porém um apresentava
expressdo da proteina p53.

Ao longo dos ultimos anos diversos estudos tém tentado esclarecer o papel da
expressao imuno-histoquimica da proteina p53 nos LDGCB. Este papel ainda é
controverso, pois parte dos estudos mostra um prognéstico desfavoravel
quando ha expressado de p53 e outros ndo mostram esse achado, conforme
detalhado a seguir na tabela 8.
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Tabela 8: Papel prognéstico da expressao IHQ de p53 em LDGCB

Referéncia Numero de Percentual de | Analise estatistica
pacientes casos positivos | (Sobrevida global)
Piris et al., 1994* 119 26% Significante
Navaratnam et al., 1998* 50 40% Significante
Sanchez et al., 1998 141 30% N&o significante
Pagnano et al., 2001* 62 (52 com 30% Significante
LDGCB)
Leroy et al., 2002* 69 23% Significante
Sohn et al., 2003 94 22,6% NAao significante
Kerbauy et al., 2004 48 60% Nao significante
Paik et al., 2005 214 44,4% Nao significante
Visco et al., 2006* 80 23% Significante
Domingues, 2006 75 41% N&o significante

*Nota: a positividade foi associada com sobrevida global inferior nestes estudos.

2.4.2.3 A molécula CD5

A molécula CD5 é uma glicoproteina de 67 KD que aparentemente esta
envolvida na modulagao da sinalizagdo dos receptores das células B e T. Esta
molécula é considerada um marcador pan-T e esta presente em células T p6s-
timicas, bem como em timécitos. Entretanto, estd também presente em um
pequeno numero de células B ndo-neoplasicas (linfécitos B1) (HSI &
YEGAPPAN, 2001).

O CD5 é expresso na maioria dos casos de leucemia linféide cronica e linfoma
de células do manto e em poucos casos de LDGCB de novo (cerca de 5-10%
dos casos) (HARADA et al., 1999; YAMAGUCHI et al., 2002; SWERDLOW et
al., 2008). Estudos mostram que LDGCB de novo, com expressido de CDS5,
formam um subgrupo particular, distinto daqueles desenvolvidos a partir de
LNH linfocitico/leucemia linféide crénica ou de linfoma de células do manto
(TANIGUCHLI et al.,, 1998; YAMAGUCHI! et al., 2002), provavelmente por
mutagbes envolvendo o gene da cadeia pesada da imunoglobulina
(TANIGUCHI et al., 1998; KATZENBERGER et al., 2003; NAKAMURA et al.,
2005).
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Diversos estudos tém mostrado que LDGCB com expressdo de CD5
apresentam pior prognéstico que pacientes com LDGCB CD5 negativos
(YAMAGUCHI et al, 2002; SUGURO et al., 2006; ENNISHI et al., 2008). As
caracteristicas clinicas dos pacientes com LDGCB CD5 positivos séo:
geralmente pacientes idosos, com predominio do sexo feminino e frequente
envolvimento de érgaos extranodais (YAMAGUCHI et al., 2002; ENNISHI et al.,
2008; YAMAGUCHI et al., 2008).

Na mais recente classificagdo de linfomas da OMS (SWERDLOW et al., 2008),
a sub-classificagdo dos LDGCB passou a apresentar um grupo definido por
suas caracteristicas imuno-histoquimicas que inclui os LDGCB CD5 positivos,
firmando-o como uma entidade distinta.

Apenas no trabalho de Taniguchi et al., em 1998, observamos descri¢gédo de
pacientes com LDGCB CD5 positivos do anel de Waldeyer (em trés dos 13
pacientes descritos). Porém, o nimero reduzido de pacientes positivos para
CD5 neste trabalho ndo permitiu analise estatistica.

2.4.2.4 Marcadores de angiogénese em LDGCB

Os vasos sanguineos sado importantes para manter a homeostase de
virtualmente todas as células do organismo, que geralmente distam, no
maximo, 100 um de um capilar. A angiogénese € a geragao de novos capilares
a partir de vasos sanguineos pré-existentes, geralmente por dois mecanismos:
brotamento e intussuscep¢ao (FOLKMAN, 1971; FOLKMAN, 1995; RISAU,
1997; CARMELIET & JAIN, 2000).

Trabalhos pioneiros sobre este tema mostram que a angiogénese tem um
papel importante no desenvolvimento, na progressdo e no mecanismo de
metastase de alguns tumores (FOLKMAN, 1971; FOLKMAN, 1995). A
densidade dos microvasos € frequentemente usada como um parametro de
angiogénese. Em linfomas, o papel da angiogénese é ainda pouco conhecido.
Alguns estudos tém sugerido associagao entre densidade alta dos microvasos
e uma histologia mais agressiva (VACCA et al, 1995), mas o valor como fator
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prognéstico é ainda desconhecido, principalmente porque outros estudos
mostram que baixa densidade dos microvasos pode estar associada com
resisténcia a quimioterapia (KOSTER et al., 2005).

Estudos sobre angiogénese especificamente em LDGCB ainda sdo escassos.
As medidas de densidade de microvasos geralmente sao feitas pela marcagao
com CD34, que € expresso pelas células endoteliais (NORRBY & RIDELL,
2003). Em 2003, Norrby & Ridell, realizaram estudo com 31 pacientes, sendo
que sete tinham LDGCB. Estes pacientes mostraram uma média de
microvasos marcados pelo CD34 considerada intermediaria entre linfoma de
células do manto (com mais baixa densidade) e leucemia linféide cronica (com
mais alta densidade).

Em 2004, Mazur et al. ndo encontraram diferenga entre a densidade de
microvasos, medida pela expressdo de CD34, em pacientes com linfomas
agressivos (incluindo LDGCB) e LNH indolentes. O mesmo achado foi
publicado por Ruan et al., em 2006, ao estudarem 28 pacientes com LDGCB.
Também nado foi encontrada diferenga na resposta a quimioterapia em um
estudo de densidade de microvasos com 36 pacientes com LDGCB (BAIREY et
al., 2000).

Gratzinger et al., em 2007, estudaram a expressdo de marcadores da
angiogénese em 94 pacientes com LDGCB e analisaram os resultados
segundo o perfil do linfoma: perfii de centro germinativo ou pds-centro
germinativo. Nao foram encontradas diferencas entre as taxas de
vascularizagao nos dois subgrupos.

Também em 2007, Jorgensen et al., mostraram que o perfil de densidade dos
microvasos nido teve nenhum impacto na sobrevida de pacientes com LDGCB,
ndo havendo também correlagdo entre o perfil de densidade dos microvasos
(se alto ou baixo) com parametros progndsticos pré-tratamento como [PI,
infiltragdo da medula 6ssea, estadiamento clinico, aumento de LDH e alto
indice de proliferagao celular.
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Contrariamente a alguns estudos, Tzankov et al. (2007) publicaram trabalho
que mostra um aumento significativo na densidade dos microvasos em
pacientes com LDGCB de novo nodais em relagdo a pacientes com outras
histologias como linfoma de células do manto, linfoma folicular e LNH
linfocitico. Também, neste estudo, os parametros de angiogénese estudados
nao se correlacionaram com parametros clinicos pré-tratamento e nem com

sobrevida.

Mais recentemente, Lenz et al. (2008) introduzem um novo conceito, o de
assinatura estromal em LDGCB. Observou-se que pacientes com LDGCB
mostravam dois perfis baseados na expressdo de alguns genes: a) perfil
estromal-1, refletindo deposicao de matriz extracelular e infiltragdo histiocitaria,
e b) perfil estromal-2, refletindo densidade dos vasos sanguineos do tumor
aumentada. Os pacientes com perfil estromal-2 apresentaram pior sobrevida
que os demais.

Nao foram encontrados estudos comparando diferentes sitios de envolvimento
(por exemplo, nodal e extranodal) e sua densidade de microvasos,
principalmente na regido de cabega e pescogo.

2.4.3 Contagem linfocitaria ao diagnostico como fator prognostico em
LDGCB

A presenga de linfocitopenia ao diagnéstico (< 1.500 linfécitos/mm3) tem sido
associada com pior prognéstico em varias doengas hematoldgicas malignas.
Pacientes com baixa contagem de linfécitos ao diagnéstico (principalmente <
1.000 células/mm3) que tiveram linfoma folicular (SIDDIQUI et al., 2006),
linfoma de Hodgkin (HASENCLEVER & DIEHL, 1998) e leucemia mieldide
aguda (BEHL et al., 2006) mostraram menores sobrevidas global e livre de
eventos que pacientes com contagens de linfécitos maiores que estes niveis.

Recentes estudos tém mostrado que a contagem linfocitaria ao diagnéstico é
um fator progndstico independente que pode predizer a sobrevida em
pacientes com linfoma difuso de grandes células B. Em 2007, um dos primeiros
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relatos, feito por Kim et al., mostra que uma contagem de linfécitos ao
diagnéstico menor que 1.000 células/mm?® tem impacto negativo significativo
nas sobrevidas global e livre de eventos em pacientes com LDGCB tratados
com esquemas CHOP e R-CHOP.

Em 2008, Cox et al. (a,b) mostraram que uma contagem linfocitaria ao
diagnéstico menor que 840 células/mm?® em pacientes com LDGCB estava
fortemente associada a piores sobrevida global e livre de eventos,
independente até do IPl apresentado pelos pacientes. Cerca de 23% dos
pacientes estudados apresentavam linfocitopenia. Nestes mesmos trabalhos, a
contagem de linfécitos isoladamente, apés a imunoquimioterapia com R-CHOP,

nao mostrou valor prognéstico.

Dados muito semelhantes também foram encontrados por Talaulikar et al., em
2008, ao estudarem 158 pacientes com LDGCB. A taxa de pacientes com
contagem linfocitaria ao diagnéstico menor que 1.000 células/mm? foi de 35,8%
e esta contagem também foi associada a uma pior sobrevida global
independente do IPl. Da mesma maneira, Oki et al., em 2008, mostraram que
uma contagem inicial de linfécitos menor que 1.000/mm?3 em pacientes com
LDGCB estava associada com estadiamento avangado, pior desempenho
clinico, valores elevados de LDH e beta-2 microglobulina e IPI de alto risco,
além de estar associada também a uma sobrevida global e livre de eventos
significantemente menor, independente dos outros parametros mencionados.

Mais recentemente, Porrata et al. (2008) sugerem que a contagem de linfécitos
menor que 1.000/mm?3 também pode estar associada a um pior progndstico em
pacientes com LDGCB no momento que apresentam uma primeira recaida da

doenga.

As principais hipéteses para explicar a baixa contagem de linfocitos ao
diagndéstico em pacientes com LDGCB como um fator prognéstico desfavoravel
sd0: a) as células do cancer podem causar imunossupressdo durante a
progressao do tumor por diversos mecanismos, incluindo a supressdo das
células dendriticas e das células T por fatores de crescimento derivados do
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tumor (KIM et al., 2006); b) a correlagcado entre linfocitopenia e quimioterapia
levando a neutropenia febril poderia ser um outro mecanismo que proporciona
piores resultados em doencgas neoplasicas (CHOI et al., 2003; RAY-COQUARD
et al., 2003); ¢) pode haver ainda uma combinagéo destes fatores.

2.5 ASSOCIAGAO ENTRE INFECGAO PELO EBV E LDGCB DE CABECA E
PESCOGO

O EBV, ou herpesvirus humano tipo 4 (HHV4), pertence ao género
Linfocriptovirus da sub-familia dos gama-herpesvirus. Caracteristicas comuns a
estes virus sdo seu linfotropismo, sua habilidade em estabelecer infecgao
latente nas células dos seus hospedeiros e sua capacidade de induzir
proliferagdo nas células com infecgao latente (MIDDELDORP et al., 2003).

O virus penetra no organismo humano pela orofaringe e estruturas adjacentes
e, preferencialmente, infecta células B via receptor C3d do complemento
(CD21) (OHGA et al., 2002). Um subgrupo de células T timicas imaturas e de
células T/NK ativadas podem expressar CD21 e também podem ser
eficazmente infectadas pelo EBV (SU & CHEN, 1997). A transmissdo pela
saliva de células infectadas pelo EBV é vista como a principal rota de infecgéo
(MIDDELDORRP et al., 2003).

O EBV é um virus encapsulado que contém DNA linear de dupla fita no
nucleocapsideo com 170-175 Kb, que codifica cerca de 100 proteinas virais
(OUDEJANS et al., 1997). A infecgdo de células epiteliais pelo EBV in vitro
resulta em replicagdo ativa com produgéo de virus e lise celular. Em contraste,
a infecgdo in vivo de células B resulta em infecgdo latente e imortalizagao
destas células, com o EBV presente de forma epissomal nas células B, ou
pode ocorrer infecgdo na forma litica ou replicativa, que se caracteriza pela
liberagdo de virions na circulagdo (COHEN, 2000). Linfécitos B normais em
repouso infectados pelo EBV apresentam crescimento espontaneo continuo em
cultura e dao origem a uma linhagem de células B imortalizadas que sao
conhecidas como linhagem de células linfoblastéides (LCL) (RICKINSON &
KIEFF, 1996).
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Apenas cerca de 10 dos quase 100 genes identificados no genoma do EBV séo
ativamente transcritos nas células B imortalizadas - séo os chamados genes de
laténcia viral (RICKINSON & KIEFF, 1996). As proteinas virais de laténcia
codificadas por estes genes consistem de seis antigenos nucleares (EBNA-1, -
2, -3A, -3B, -3C e LP), trés proteinas latentes de membrana (LMP-1, -2A e -2B)
e dois pequenos RNAs nucleares ndo poliadenilados e ndo codificantes do
EBV chamados de EBER-1 e EBER-2, que apesar de ndo terem uma fungéo
clara, sdo uma caracteristica constante em todos os tipos de infec¢ado latente
pelo EBV (DELECLUSE & HAMMERSCHMIDT, 2000). As funcdes dos
antigenos nucleares e das proteinas latentes de membrana sdo sumarizadas
na tabela 9 e os padrdes de laténcia viral e os antigenos expressos nas
diferentes neoplasias associadas ao EBV sao apresentados na tabela 10.

Tabela 9: Fungbes dos antigenos nucleares e proteinas latentes do EBV

Gene Fungdes
EBNA-1 Fator de transcrigdo; essencial para manutengéo do genoma viral
EBNA-2 Fator de transcrigdo; induz expressao de LMP-1; essencial para a

transformacgao das células B

EBNA-3A/B/C | Fatores de transcricdo; responsaveis pela resposta imune em
individuos saudaveis soropositivos para o EBV (expressado
regulatoéria)

EBNA-LP Possivel interferéncia com as fungdes normais das proteinas p53 e
pRb pela formagédo de complexos com essas moléculas; regulagao
positiva dos fatores necessarios para o crescimento das células B

LMP-1 Essencial para potencial transformagdo; interage com fatores
associados ao receptor do fator de necrose tumoral; hiper-
expressao do bcl-2 e IL-10

LMP-2A/B Possivel controle da ativagdo do ciclo litico do virus

Fontes: adaptado de Oudejans et al., 1997 e Middeldorp et al., 2003.

A infecgdo primaria das células B resuita em expansao rapida dos linfécitos
infectados que é analoga a proliferagcdo observada em LCL imortalizadas pelo
EBV. Evidéncias moleculares mostram um papel patogénico do EBV em
determinadas neoplasias, a saber: a) o EBV induz efetivamente imortalizagéo
de linfécitos B; b) o genoma monoclonal do EBV pode ser encontrado em
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células tumorais; ¢) algumas células infectadas pelo EBV mostram expressao
de LMP-1 que é considerado um oncogene (HSU & GLASER, 2000).

Tabela 10: Padroes de laténcia do EBV

Tipos de laténcia Antl'genos expressos Neoplasias associadas
Tipo | EBER-1/EBER-2 Linfoma de Burkitt
EBNA-1 Carcinoma géstrico
EBER-1/EBER-2 Carcinoma de nasofaringe
Tipo Il EBNA-1 Linfoma de Hodgkin

LMP-1/LMP-2A/-2B Linfoma de células T/NK nasal
EBER-1/EBER-2 LNHs relacionados a AIDS

Tipo Il EBNA-1/-2/-3/-LP Doenga linfoproliferativa pos-
LMP-1/LMP-2A/-2B -transplante
Outro EBER-1/EBER-2 Leiomiossarcoma
EBNA-1/-2

Fonte: adaptado de Hsu & Glaser, 2000.

O EBV esta fortemente associado com malignidades na regidao da cabega e
pescogo, incluindo linfoma de Burkitt, carcinoma de nasofaringe e linfoma de
células T/NK nasal (EPSTEIN et al., 1964; JONES et al., 1988,
PATHMANATHAN et al., 1995). Recente trabalho com 380 pacientes mostra
uma associagao entre LDGCB e infecgao pelo EBV (PARK et al., 2007). Neste
trabalho, 9% dos pacientes apresentaram hibridizagédo in situ positiva para o
EBV nos tecidos estudados e esta infecgdo estava relacionada a pior
prognéstico.

A associagao entre LDGCB do anel de Waldeyer e, mais especificamente, das
tonsilas palatinas, com infecgdo pelo EBV ja foi demonstrada em alguns
estudos (LEE et al., 1994; BAHNASSY et al., 2006). Embora a orofaringe seja a
porta de entrada do EBV no organismo, as taxas de infecgéo pelo virus nesta
localizagao sao variaveis ao redor do mundo.

Em 1999, Aradjo et al. demonstraram que um ndmero significantemente maior
de células das tonsilas de criangas brasileiras estavam infectadas pelo EBV em
relagdo as células das tonsilas de criangas alemas. Também, Hudnall et al.
(2005), nos Estados Unidos (Texas), mostraram que o EBV infectava
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principalmente células B de tonsilas humanas reativas e era encontrado
principalmente nas regibes interfoliculares, nas criptas tonsilares e nos foliculos

linfoides.

Lee et al (1994) demonstraram a presenga de infecgdo pelo EBV em quatro de
18 casos de linfoma ndo Hodgkin do anel de Waldeyer estudados, sendo que
dois casos eram nas tonsilas palatinas. Os subtipos histolégicos incluiam
LDGCB, linfoma folicular e linfoma linfoplasmocitico.

No Egito, Bahnassy et al. (2006) demonstraram a presenga de infecgéo pelo
EBV em 90% de 50 casos de LNH de cabega e pescogo estudados nesta série.
Destes 50 pacientes, 13 apresentavam linfoma das tonsilas palatinas.
Adicionalmente, os pacientes infectados pelo EBV apresentaram
significantemente percentuais mais altos de Ki67 e p53.

Por outro lado, Wong et al. em 2009, estudaram 32 casos de LDGCB do trato
aerodigestivo superior na Maldsia, incluindo 17 casos de LDGCB das tonsilas.
A infecgéo pelo EBV néo foi demonstrada em nenhum destes 17 casos.

Nao dispomos de dados sobre as taxas de infecgdo pelo EBV nos LDGCB em
nosso meio e mais especificamente nos LDGCB das tonsilas palatinas.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Estudar as caracteristicas clinicas, laboratoriais e o perfil de expressdao imuno-
histoquimica para determinados marcadores (CD10, Bcl-2, Bcl-6, MUM1, p53,
CD5 e densidade dos microvasos marcados pelo CD34) nos LDGCB das
tonsilas palatinas e sua associagcdo com o EBV, comparativamente com

linfomas nodais.

3.2 ESPECIFICOS

Determinar se o perfil de expressdo imuno-histoquimica dos marcadores
teciduais CD10, Bcl-2, Bcl-6, MUM1, p53, CD5 e densidade dos microvasos
marcados pelo CD34 em LDGCB das tonsilas palatinas difere dos linfomas
nodais;

Observar a associagdo da infecgdo pelo EBV com LDGCB das tonsilas
palatinas, comparando com LDGCB nodais;

Correlacionar os biomarcadores estudados com sobrevida global e sobrevida
livre de eventos em ambos os grupos de pacientes.
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4 JUSTIFICATIVA

O LDGCB é o subtipo histolégico mais comum de LNH, respondendo por cerca
de 30-40% de todos os diagnésticos ao redor do mundo (MOLLER et al., 2004).
Estudo recente mostra que as tonsilas palatinas sao o principal sitio extranodal
de apresentagdo dos LNH em um estudo realizado em nosso meio e o LDGCB
foi o principal subtipo histolégico apresentado (SILVA NETO et al., 2008).

Apesar de agrupado sobre a mesma terminologia, o LDGCB apresenta grande
heterogeneidade de apresentagdes clinicas, histopatolégicas, citogenéticas e
moleculares, levando a diferentes respostas a terapia (SWERDLOW et al.,
2008). Cada vez mais se busca identificar fatores prognésticos que possam
homogeneizar as condutas terapéuticas e melhorar os resultados apds o
tratamento.

Recentemente, varios marcadores teciduais e sua relagdo prognéstica em
linfomas tém sido investigados, porém com resultados ainda controversos.
Especificamente em relagdo ao LDGCB o perfil molecular e/ou imuno-
histoquimico compativel com células do CG correlaciona-se com melhor
prognostico (HANS et al., 2004). Por outro lado, em LDGCB, a infec¢do pelo
EBV tem sido associada a um pior prognéstico (PARK et al., 2007) e é de
interesse especial para LDGCB tonsilares pela frequéncia elevada desta
infecgdo em tonsilas de criangas em nosso meio (ARAUJO et al., 1999) e pelo
papel oncogénico do EBV, que penetra no organismo humano pela orofaringe.

Considerando que apresentamos em nossa cidade situagdo peculiar em
relacdo a alguns aspectos dos LDGCB (maior acometimento das tonsilas
palatinas) e grandes taxas de infecgao pelo EBV, resolvemos fazer este estudo
para caracterizar melhor este grupo de pacientes com LDGCB das tonsilas
palatinas. Para tanto foram analisados dados clinicos e laboratoriais, realizadas
IHQ e pesquisa da infec¢ao pelo EBV nestes linfomas, tentando contribuir para
um melhor entendimento desta patologia.
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5 PACIENTES E METODOS
5.1 SELECAO DOS PACIENTES

Através dos livros de laudos de bidpsias do Servico de Anatomia Patolégica do
Hospital Aristides Maltez — Liga Bahiana Contra o Céncer, em Salvador —
Bahia, foram identificados consecutivamente os pacientes com diagnostico de
Linfoma nao-Hodgkin referentes ao periodo de janeiro de 1999 a dezembro de
2006. Nesta busca inicial foram identificados, nos laudos, o sitio de origem do
material estudado e o diagndstico final.

Foram selecionados para analise de prontuério os pacientes com linfoma nao-
Hodgkin das tonsilas palatinas e aqueles que néo tinham referéncia ao sitio da
biépsia, a fim de obter tal informagédo. Apéds, foram incluidos no estudo os
pacientes com linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) das tonsilas
palatinas (que o material da bidpsia era deste sitio, com massa tumoral
predominante nesta localizagao - considerado um sitio extranodal no presente
estudo). Foi também estudado para comparagdo um grupo de pacientes com
LDGCB exclusivamente nodal (doenga localizada unicamente nos linfonodos
apdés rotina habitual de estadiamento, a saber: anamnese, exame fisico,
tomografias de pescogo, térax e abdémen total, estudo do liquor quando
indicado, bi6psia de medula éssea, hemograma e dosagem de marcadores
bioquimicos como desidrogenase latica, fungao renal e perfil hepatico). Foram
excluidos os casos que ndo tinham o bloco de parafina disponivel para a
realizagao dos estudos complementares.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital Aristides Maltez, parecer n® 185/07 (Anexo A).

5.2 COLETA DE DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS
Nos prontudrios dos pacientes foram colhidas informagbes como: nome

completo, idade, registro hospitalar, sexo, local da realizagdo da bidpsia
naqueles que nao tinham este dado no laudo anatomopatolégico, resultados de
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exames (LDH, tomografias, biépsia de medula éssea, estudo do liquor, dentre
outros). Estes dados foram anotados em ficha padrdo de inquérito clinico
(Apéndice A). Foram também colhidos dados sobre o tratamento realizado
(cirurgia, quimioterapia e/ou radioterapia) e o estado atual do doente (vivo em
remissdo completa, vivo com recidiva, 6bito e causa do 6bito) baseados na
Gltima consulta realizada, sendo esta a mais proxima de quando o
levantamento final de dados foi realizado. O levantamento final dos dados foi
realizado em fevereiro de 2009. Os dados foram armazenados em planilha
Excel (Windows) para posterior andlise estatistica.

Foram solicitados e recebidos da Vigilancia Epidemiolégica do Estado da
Bahia, os dados de mortalidade do periodo de 1999 a 2008 a fim de saber se
os pacientes que tinham perdido o seguimento clinico tinham ido a ébito.

O estadiamento foi obtido segundo os critérios de Ann Arbor modificado
(ROSENBERG, 1977); o célculo do indice Prognéstico Internacional (IP1) foi
obtido segundo os parametros previamente estabelecidos (SHIPP et al., 1993)
e o desempenho clinico foi registrado conforme a tabela do ECOG (OKEN et
al., 1982).

5.3 ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Foram obtidas laminas coradas com hematoxilina-eosina (H&E) para revisdo
histolégica e esta revisao foi realizada em conjunto com uma patologista (I.A.).
Quando a lamina ndo foi encontrada ou estava em estado precéario de
conservagao, novos cortes com espessura de 4 uym foram realizados, a partir
dos blocos de parafina, e foram corados pelo H&E.

5.4 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO (IHQ)

Pacientes que tinham Ilaminas de IHQ disponiveis foram revisadas. Quando
nao disponiveis, novos cortes histolégicos de 4 um dos blocos de parafina dos
casos selecionados foram feitos e submetidos & imuno-histoquimica para
posterior revisdo utilizando os critérios diagnésticos da Organiza¢gao Mundial da
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Saude de 2008 (SWERDLOW et al., 2008). Foi empregada a técnica da
estreptoavidina-biotina-peroxidase (BOENISH, 1989).

Foram utilizados anticorpos monoclonais (marcadores) disponiveis

comercialmente conforme tabela 11 abaixo.

Tabela 11: Anticorpos utilizados na imuno-histoquimica

Anticorpo Clone Fabricante Diluicao
CD10 56C6 Novocastra 1:50
Bcl-2 124 DakoCytomation 1:50
Bcl-6 P1F6 Novocastra 1:20
CD20 L26 DakoCytomation 1:100

MUMH1 MUM1p DakoCytomation 1:50
CD5 4C7 Novocastra 1:50
p53 PAb1801 Novocastra 1:100

CD34 QBENd-10 DakoCytomation 1:200
Ki67 MIB-1 DakoCytomation 1:50

As reagdes foram consideradas positivas quando mais de 10% das células
tumorais estavam marcadas para o anticorpo em questio. Excegbes foram
feitas para os anticorpos Ki67, p53 e CD 34. O marcador Ki67 foi semi-
quantificado numa escala de positividade de 0 a 100% conforme a quantidade
de células neoplasicas com nicleos marcados. A proteina p53 foi quantificada

segundo o escore de Sannino & Shousha (1994).

A densidade dos microvasos foi estabelecida pela contagem de lumens
vasculares marcados pelo CD34, contando sempre que possivel 10 campos
consecutivos (variagdo de 4 a 10 campos, relacionada ao tamanho do
fragmento da biépsia) num aumento de 400 vezes. Cada campo contado
representou uma &rea de 0,20 mm2. Nesta contagem foram considerados

microvasos qualquer limen ou célula fusiforme formando trajeto vascular, além
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dos vasos bem formados. Nao foram consideradas células isoladas amorfas,
sem nicleos e fragmentos de citoplasma. As analises da IHQ foram feitas em
microscépio Olympus BX41 de cinco cabegas e as laminas foram fotografadas
em microscopio Olympus BX50 acoplado a um sistema de camera fotogréfica
(Evolution LC Color), sendo as imagens gravadas em computador.

Os pacientes foram categorizados como perfil de CG ou ndo-CG segundo o
algoritmo de Hans et al. (2004). Aqueles que eram positivos para CD10
isoladamente ou positivos para CD10 e Bcl-6 foram classificados como perfil de
CG. Pacientes negativos para CD10 e Bcl-6 foram classificados como perfil
nCG. Pacientes negativos para CD10 e positivos para Bcl-6, foram
classificados apés a analise do MUM1: se MUM1 foi negativo, foram
classificados como CG e se MUM1 foi positivo, foram classificados como nCG.

5.5 HIBRIDIZAGCAO IN SITU

A pesquisa da infecgdo pelo EBV foi realizada pela técnica de hibridizagao in
situ, conforme descrito anteriormente (ARAUJO et al, 1999), visando a
detecgdo de transcritos EBER-1 e EBER-2 do EBV. A hibridizagao foi feita em
condicdes livres de RNAses, utilizando sondas especificas marcadas com
digoxigenina. Em resumo, secgdes (4um) de tecidos incluidos em parafina
foram desparafinizadas, reidratadas e foram expostas a 0.2N HCI, 0.6mg/ml
pronase, seguidas por pés-fixagdo com formaldeido a 4% e desidratagéao com
graus decrescentes de etanol. As secgdes foram hibridizadas com 0.1pg de
sondas marcadas e foram incubadas durante toda a noite a uma temperatura
de 50°C (Hibridizador da DAKO). Ap6s lavagem, sondas EBER marcadas com
digoxigenina foram detectadas usando um anticorpo monoclonal digoxigenina-

especifico, conjugado a fosfatase alcalina.

Como controles positivos foram utilizados tecidos provenientes de pacientes
com linfoma de Burkitt e com mononucleose infecciosa, previamente
identificados que eram positivos para EBV. O sinal considerado positivo foi
localizado exclusivamente no nucleo.
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5.6 ANALISES ESTATISTICAS

Para realizagdo das andlises estatisticas foi utilizado o software BioEstat®
versdao 5.0 — Sociedade Civil Mamiraua / MCT — CNPqg / Conservation
International (AYRES et al., 2007). Na andlise de dados nao-paramétricos
dicotébmicos foram utilizados os testes do qui-quadrado e o de probabilidades
exato de Fisher. Este ultimo foi utilizado quando a amostra, em uma das
caselas, foi inferior a cinco. As diferengas entre as medianas de Ki67,
contagem linfocitaria e dos microvasos marcados pelo CD34 foram calculadas
pelo teste Mann-Whitney. O valor de p foi considerado significativo quando <
0,05.

As andlises das sobrevidas global e livre de eventos foram feitas utilizando o
método de Kaplan-Meier e a analise comparativa destas sobrevidas foi feita
utilizando o teste log-rank. Para o calculo da sobrevida global foi considerado
para contagem inicial a data do diagndstico na bidépsia e a contagem foi
finalizada na data do 6ébito ou, para os que estavam vivos, a data do
fechamento do seguimento clinico que foi em fevereiro de 2009. Para o célculo
da sobrevida livre de eventos foi também considerada a data da biépsia como o
inicio e finalizado quando documentada uma recidiva (através do exame
clinico, de exames de imagem ou da realizagdo de uma nova bidpsia), quando
o paciente foi a 6bito ou, naqueles que estavam vivos e sem doenga, no fim do
seguimento clinico (fevereiro de 2009).
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS GRUPOS

No periodo de janeiro de 1999 a dezembro de 2006 foram feitos 567
diagnésticos de Linfoma ndo-Hodgkin (LNH) no Servico de Anatomia
Patol6gica do HAM. Destes, 253 foram classificados como linfoma difuso de
grandes células B (44,6%).

Foram feitos 32 diagnoésticos de linfoma ndo-Hodgkin das tonsilas palatinas
(5,6% do total de LNH) no mesmo periodo referido acima. Destes 32 casos, 26
eram LDGCB centroblasticos (81,4%), dois eram linfoma de células T/NK
(6,2%), dois eram linfoma de células do manto (6,2%), um era linfoma folicular
(3,1%) e um era linfoma da zona marginal tipo MALT (3,1%). Apenas os
pacientes com LDGCB das tonsilas palatinas foram objeto do presente estudo.

Foram excluidos do estudo dois pacientes com LDGCB das tonsilas palatinas,
pois seus blocos de parafina ndo foram encontrados para novos recortes,
sendo entao estudados 24 pacientes (4,2% do total de LNH). Daqui por diante,
este grupo sera referido apenas como pacientes com linfoma tonsilar.

O grupo de pacientes com linfoma exclusivamente nodal foi composto por 19
pacientes com LDGCB, sem qualquer envolvimento extranodal detectavel no
estadiamento inicial. A regido cervical foi a mais acometida, com 13 pacientes
(68,4%) apresentando linfonodomegalia nesta localizagdo, quatro tinham
adenomegalia inguinal (21%), um tinha acometimento em axila esquerda
(5,3%) e um tinha adenomegalia retroperitoneal (5,3%). Daqui por diante, este
grupo sera referido apenas como pacientes com linfoma nodal.

As principais caracteristicas clinicas e laboratoriais dos dois grupos de
pacientes estdo apresentadas na tabela 12. Pacientes com linfoma tonsilar
apresentaram valor de LDH significantemente mais baixo que pacientes com
linfoma nodal (p=0,02).



Tabela 12: Caracteristicas clinicas e laboratoriais gerais

Parametros LDGCB tonsilar | LDGCB nodal | Valor de p
(n= 24) (n=19)
Sexo | Masculino 11 (45,8%) 12 (63,1%) 0,41
Feminino 13 (54,2%) 7 (36,9%)
Idade (anos)* 57 62 0,66
Tabagismo 12 (50%) 11 (57,9%) 0,98
Etilismo 6 (25%) 8 (42,1%) 0,59
Tabagismo e etilismo 4 (16,7%) 7 (36,9%) 0,20
Estadia- I/ 13 (45,8%) 14 (73,7%) 1,00
-mento ni/1Iv 6 (25%) 5 (26,3%)"
Sintomas B 12 (50%) 8 (42,1%) 0,96
ECOG <2 23 (95,8%) 17 (89,5%) 0,60
22 1 (4,2%) 1 (5,3%)
LDH Normal 16 (66,7%) 9 (47,4%) 0,02
Elevado 2 (8,3%) 8 (42,1%)
Oet 15 (62,5%) 12 (63,2%)
iPl 2 2 (8,3%) 4 (21,1%) 0,70
d 1 (4,2%) 1 (5,3%)
4eb5 0 0

*Mediana dos valores.

"Nao foram incluidos pacientes com estadiamento V.
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O tempo médio de seguimento dos pacientes foi de 43 meses no grupo de
pacientes com linfoma tonsilar, variando de um a 104 meses e no grupo de
pacientes com linfoma nodal foi de 42,2 meses, variando de cinco a 111

meses.

Apo6s andlise dos prontuarios, a sorologia para HIV pdde ser obtida em seis dos
24 pacientes com linfoma tonsilar e em seis dos 19 pacientes com linfoma
nodal. Nestes pacientes a sorologia para HIV foi negativa.

Dos 24 pacientes com linfoma tonsilar, 13 foram tratados com o esquema de
quimioterapia CHOP, um com esquema clorambucil e prednisona, um com
esquema COP, um com radioterapia exclusiva e um com esquema R-CHOP.
Quatro pacientes tratados com esquema CHOP também realizaram
radioterapia complementar a quimioterapia. Seis pacientes faleceram sem

terapia e em um caso nao foi possivel saber com seguranga se o paciente foi
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tratado (perda de seguimento). Os 19 pacientes com linfoma nodal foram

tratados com esquema CHOP e 10 deles realizaram também radioterapia
complementar.

As sobrevidas global e livre de eventos foram em média de 43,5 e 39,5 meses,
respectivamente, nos pacientes com linfoma tonsilar e de 34 meses e 24
meses, respectivamente, nos pacientes com linfoma nodal, ndo sendo
significativas estas diferengas (p= 0,79 entre as sobrevidas globais e p= 0,80
entre as sobrevidas livre de eventos dos dois grupos).

O grafico 1 representa a sobrevida global e livre de eventos de todos os

pacientes (analise de Kaplan-Meier). As curvas de sobrevida global e livre de
eventos segundo o grupo (tonsilar ou nodal) sdo apresentadas no gréfico 2.
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Grafico 1: Sobrevida global e sobrevida livre de eventos de todos os pacientes.
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Grafico 2: Sobrevida global e sobrevida livre de eventos segundo os grupos (log-rank test).
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As figuras 5 e 6 mostram alguns aspectos histopatolégicos (coloragéo pelo HE)
e imuno-histoquimicos (marcagéo para CD20 e Ki67) dos LDGCB em pacientes
com linfoma tonsilar e linfoma nodal, respectivamente. Pacientes com linfoma
nodal apresentaram mediana de Ki67 significantemente mais elevada que
pacientes com linfoma tonsilar (80% versus 60%, p= 0,03).

§ 19 . ‘ j ‘ q'* . &' - "

.‘ 5 ‘ - ' Y Ah ““A ’ o o Q

i A Y Pag :}EJ 3 4 3"\”}'3!7 @
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Figura 5: Aspectos histolégicos e imuno-histoquimicos dos linfomas tonsilares. Em A observa-
se secgdo de tonsila (epitélio na parte superior da figura) com destruigdo da arquitetura normal
pela proliferagdo difusa do linffoma (H&E, 40X). Em B, véem-se células linféides grandes
neoplasicas, com nucléolos evidentes (H&E, 200X). Em C observa-se marcagéo positiva para
CD20 (marcagdo da membrana citoplasmatica em marrom) nas células grandes neoplasicas

(400X). Em D observa-se marcagédo pelo MIB-1 (marcagdo nuclear em marrom), mostrando
LDGCB com alto indice de proliferagao celular (100X).

¥y

6.2 INDICE PROGNOSTICO INTERNACIONAL

Os dados relativos ao IPI nos dois grupos de pacientes (tonsilar e nodal) séo
mostrados na tabela 12 (pagina 48). A maioria apresentou IPl de baixo risco
(zero ou um fator) ou baixo risco intermediario (dois fatores).
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Figura 6: Aspectos histolégicos e imuno-histoquimicos dos linfomas nodais. Em A observa-se
LDGCB nodal com células grandes neoplasicas e nucléolos evidentes (H&E, 200X). Em B
observa-se marcagdo positiva para CD20 (marcagdo da membrana citoplasmatica em marrom)
nas células grandes neoplasicas (200X). Em C e D observam-se marcagdo pelo MIB-1
(marcagdo nuclear em marrom), mostrando LDGCB com alto indice de proliferagdo celular
(100X e 200X, respectivamente).

Para analise da SG e SLE os pacientes foram divididos em IPI igual a zero ou
um e IPl maior que ou igual a dois. Na analise destas sobrevidas segundo o
IPI, os pacientes com linfoma tonsilar ndo apresentaram diferenga significativa
entre os grupos. Os pacientes com linfoma nodal com IPl zero ou um
apresentaram SLE significantemente maior que pacientes com IPl 2 dois (p=
0,01). Considerando-se todos os pacientes juntos, aqueles com IPl zero ou um
apresentaram SG e SLE significantemente maiores que pacientes com IP| 2
dois (p= 0,04 e 0,005, respectivamente). As curvas de SG e SLE séo
mostradas a seguir nos graficos 3, 4 e 5.
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Grafico 3: Sobrevidas global e livre de eventos de todos os pacientes segundo o IPI (log-rank
test).
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Grafico 4: Sobrevidas global e livre de eventos dos pacientes com linfoma tonsilar segundo o
IPI (log-rank test).
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Grafico 5: Sobrevidas global e livre de eventos dos pacientes com linfoma nodal segundo o IPI
(log-rank test).
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6.3 CONTAGEM LINFOCITARIA AO DIAGNOSTICO

De um total de 43 pacientes, obteve-se em 41 o nimero de linfécitos ao
diagnostico: 32 (78%) apresentavam valor =2 1.000 células/mm? e nove (22%)
apresentavam valor < 1.000 células/mm3. No grupo de linfomas tonsilares
(n=22), 18 pacientes apresentaram linfécitos = 1.000/mm?3 (81,8%) e quatro
apresentaram linfécitos < 1.000/mm?3 ao diagnéstico (18,2%). Nos pacientes
com linfoma nodal (n= 19), 14 apresentaram linfécitos = 1.000/mms? (73,7%) e
cinco apresentaram linfécitos < 1.000/mm3 ao diagnéstico (26,3%), nao
havendo diferenga significante entre os grupos e sua contagem linfocitaria (se 2
1.000 ou se < 1.000/mm3) ao diagnéstico (p= 0,70).

A mediana da contagem linfocitaria de todos os pacientes (n= 41) foi de 1824
células/mm3, variando de 200 a 3922 linfécitos/mms3. No grupo de linfoma
tonsilar a mediana da contagem foi de 1980 linfécitos/mms3, com variagdo de
354 a 3922 células/mm3. Nos pacientes com linfoma nodal a mediana da
contagem linfocitaria foi de 1638 células/mm3, variando de 200 a 3622
linfécitos/mm3. Esta diferenca, nas medianas da contagem linfocitaria entre os
grupos, nao foi estatisticamente significante (p= 0,41).

As caracteristicas dos pacientes com linfoma tonsilar e nodal segundo a
contagem linfocitaria ao diagnéstico sdo sumarizadas na tabela 13.

A andlise dos pardmetros mencionados na tabela 13, quando comparados
entre pacientes no mesmo grupo de contagem linfocitaria (< 1.000 ou = 1.000
células/mms3) versus linfoma tonsilar e nodal, ndo mostrou nenhuma diferenga
estatisticamente significante.

No grupo do linfoma tonsilar, pacientes com linfécitos = 1.000/mm3
apresentaram SG e SLE significantemente maior que os demais (p= < 0,0001 e
0,003, respectivamente). Considerando-se todo o grupo, os pacientes com
linfécitos 2 1.000/mm3 apresentaram SG significantemente maior (p= 0,02). Os
pacientes com linfoma nodal ndo mostraram diferencga nas sobrevidas segundo
a contagem linfocitaria ao diagnéstico. As analises da SG e SLE em relagdo a
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contagem linfocitaria ao diagnéstico (se = 1.000 ou se < 1.000/mm?3) nos grupos

de pacientes sdo apresentadas nos graficos 6, 7 e 8 a seguir.

Tabela 13: Caracteristicas dos pacientes com linfoma tonsilar e nodal segundo
a contagem linfocitaria

Parametros LDGCB tonsilar Valor LLDGCB nodal Valor
N2 de linfécitos/mm?3 dep N2 de linfocitos/mm?3 dep
<1.000 | 21.000 <1.000 | =21.000

Sexo | Masculino 3 8 0,58 3 9 0,99
Feminino 1 10 2 5

Idade (anos)* 52 58 0,96 62 62,5 0,64

Perfil CG 1 8 0,61 1 5 0,63
nCG 3 10 4 9

LDH Normal 3 13 0,99 3 6 1,00
Elevado 1 2 2 6
Oe 3 12 4 8

IPI 2 2 NA 1 3 NA
3 1 1

4e5

*Mediana dos valores; N2: nimero; NA: ndo avaliavel.
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Grafico 6: Sobrevidas global e livre de eventos de todos os pacientes segundo a contagem
linfocitaria ao diagnéstico (log-rank test).
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Grafico 7: Sobrevidas global e livre de eventos dos pacientes com linfoma tonsilar segundo a
contagem linfocitaria ao diagnéstico (log-rank test).

Sobrevida Global

Sobrevida Livre de Eventos
1 ey
\ p=0,63 p=0,95
. <1.000 18 \\\\ . <1.000 gk
L%
o | Y °
‘§ i "‘.\ ........... g : ey
& A =] A A
Q. a \ %
= L S ) 2 }
a [« 9 1Py S—roEc e
. 4
v > 1.000 v »1.000

i b 150 124
Tempo (em meses) Tempo (em meses)

Grafico 8: Sobrevidas global e livre de eventos dos pacientes com linfoma nodal segundo a
contagem linfocitaria ao diagnéstico (log-rank test).

6.4 PERFIL DE CENTRO GERMINATIVO E NAO-CENTRO GERMINATIVO

Seguindo o algoritmo de Hans et al. (2004), os pacientes foram classificados
como perfil de centro germinativo (CG) e néo-centro germinativo (nCG). No
grupo dos linfomas tonsilares (n=24), 10 pacientes foram classificados como
CG (41,6%) e 14 foram classificados como nCG (58,4%). No grupo de linfomas
nodais (n= 19), seis pacientes apresentaram perfil de centro germinativo
(31,6%) e 13 pacientes apresentaram perfil nCG (68,4%). A diferenga entre os
grupos em relagdo ao perfil de CG e nCG nao foi estatisticamente significante

(p= 0,71). Considerando os dois grupos juntos, 16/43 pacientes apresentaram
perfil de CG (37,2%) e 27/43 pacientes apresentaram perfil nCG (62,8%).
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Os dados em relagao a positividade dos anticorpos utilizados na classificagao
de CG e nCG nos dois grupos de pacientes sdao sumarizados na tabela 14.

Pacientes com

linfoma tonsilar

expressao de Bcl-6 (p= 0,007) que pacientes com linfoma nodal.

Tabela 14: Positividade dos anticorpos do perfil de CG e nCG

apresentaram significantemente maior

Anticorpos Todos os LDGCB LDGCB Valor

pacientes tonsilar nodal de p*

CD10 Positivo 10 (23,2%) 5 (20,8%) 5 (26,3%) 0,72
Negativo 33 (76,8%) 19 (79,2%) 14 (73,7%)

Bcl-6 Positivo 30 (69,8%) 21 (87,5%) 9 (47,3%) 0,007
Negativo 13 (30,2%) 3 (12,5%) 10 (52,6%)

MUM1 Positivo 26 (60,5%) 15 (62,5%) 11 (57,9%) 0,99
Negativo 17 (39,5%) 9 (37,5%) 8 (42,1%)

* Comparagéo entre linfoma tonsilar e linfoma nodal

Analisando-se cada anticorpo utilizado para definir o perfil (CG ou nCG),
isoladamente, ndo houve diferenga significante na SG e SLE em nenhum dos
grupos (tonsilar, nodal e todos os pacientes). Os anticorpos utilizados foram
CD10, Bcl-6 e MUMI1. Estes dados sdo apresentados na tabela 15. A
positividade isolada para Bcl-6 e MUMT1 foi associada com SG e SLE menores
que pacientes negativos nos dois grupos de pacientes. Para os pacientes
CD10 positivos, a SG e a SLE foi maior considerando-se todos os pacientes
juntos e nos pacientes com linfoma tonsilar. Nos pacientes com linfoma nodal a
positividade para CD10 mostrou SG e SLE menores que pacientes negativos.

Tabela 15: Andlise de SG e SLE segundo a expressao IHQ de CD10, Bcl-6 e
MUM1 (valores de p)

Todos os LDGCB LDGCB nodal

Anticorpos pacientes tonsilar
SG SLE SG SLE SG SLE
CD10 0,12 0,30 0,12 0,15 0,64 0,88
Bcl-6 0,26 0,47 0,58 0,56 0,20 0,33
MUM!1 0,27 0,30 0,20 0,18 0,88 0,95

Nota: andlises realizadas pelo log-rank test.
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Distribuindo-se os pacientes por grupos (todos os pacientes, linfoma tonsilar e
linfoma nodal) e segundo o perfil de CG e nCG, também ndo se observou
diferenga nas sobrevidas global e livre de eventos. Considerando-se todos os
pacientes juntos e os de linfoma tonsilar, os pacientes com perfil de CG
apresentaram SG e SLE superiores. Ao contrario, no grupo de linfoma nodal os
pacientes com perfil nCG apresentaram SG e SLE superior. Em todos os
grupos estas diferengas nao foram significantes. Os graficos relativos a estes
dados sao mostrados a seguir (graficos 9, 10 e 11).
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Grafico 9: SG e SLE segundo o perfil (CG ou nCG) de todos os pacientes (log-rank test).
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Grafico 10: SG e SLE segundo o perfil (CG ou nCG) dos pacientes com linfoma tonsilar (/og-
rank test).
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Grafico 11: SG e SLE segundo o perfil (CG ou nCG) dos pacientes com linfoma nodal (log-
rank test).

A tabela 16 sumariza os dados dos pacientes segundo o perfil de CG e nCG
nos grupos com linfoma tonsilar e nodal.

Tabela 16: Caracteristicas dos pacientes com linfoma tonsilar e nodal segundo
o perfil de CG ou nCG

Parametros LDGCB tonsilar Valor LDGCB nodal Valor
Perfil de p Perfil dep
CG nCG CG nCG
Sexo | Masculino 4 7 0,69 3 9 0,61
Feminino 6 7 3 4
Idade (anos)* 62,5 52.5 0,88 68 59 0,21
LDH Normal 7 9 0,49 3 6 1,00
Elevado 0 2 2 6
Oet 7 8 3 9
Pl 2 2 NA 2 2 NA
3 1 1
4e5

*Mediana dos valores; NA: ndo avaliavel.

A andlise dos parametros mencionados na tabela 16, quando comparados
entre pacientes no mesmo grupo (CG ou nCG) versus linfoma tonsilar e nodal,
nao mostrou nenhuma diferenga estatisticamente significante.

As figuras 7 e 8 mostram a expressao imuno-histoquimica de CD10, Bcl-6 e
MUM1 nos dois grupos de pacientes.
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Figura 7: Expressdo IHQ de CD10, Bcl-6 e MUM1 nos linfomas tonsilares. Em A e B observa-
se forte expressdao de CD10 (marcagdo citoplasmatica em marrom) em paciente com linfoma
infiltrando inclusive o epitélio tonsilar (aumento de 200 e 400X, respectivamente). Em C e D
observa-se positividade para Bcl-6, com marcagdo nuclear em marrom (100 e 200X,
respectivamente). Em E observam-se raras células reacionais marcadas para MUM1, caso
considerado negativo (200X). Em F, paciente com forte positividade para MUM1 nas células
neoplasicas (marcagao nuclear em marrom; 200X).
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expressdo de CD10 (marcagdo citoplasméatica em marrom) em paciente com linfoma nodal
(aumento de 400X). Em B observa-se positividade para Bcl-6, com marcagdo nuclear em
marrom (aumento de 200X). Em C e D observa-se positividade para MUM1 nas grandes
células neoplasicas (marcagéo nuclear em marrom; aumento de 100 e 200X, respectivamente).

6.5 PROTEINA Bcl-2

A expressdo da proteina Bcl-2 foi encontrada em 13/24 pacientes com linfoma
tonsilar (54,2%) e em 11/19 pacientes com linfoma nodal (57,9%), com p= 0,94.
Considerando-se juntos todos os 43 pacientes, a proteina Bcl-2 foi expressa
em 24/43 pacientes (55,8%).

As caracteristicas dos pacientes segundo o grupo (tonsilar ou nodal) e a
expressdo do Bcl-2 sdo sumarizadas a seguir na tabela 17. Pacientes com
linfoma tonsilar Bcl-2 negativos foram significantemente mais jovens (p= 0,02).

A andlise dos pardmetros mencionados na tabela 17, quando comparados
entre pacientes no mesmo grupo de expressdo da proteina Bcl-2 (positivo ou
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negativo) versus linfoma tonsilar e nodal, ndo mostrou nenhuma diferenga

estatisticamente significante.

Tabela 17: Caracteristicas dos pacientes com linfoma tonsilar e nodal segundo
a expressao de Bcl-2

Parametros LDGCB tonsilar Valor LDGCB nodal Valor
Bcl-2 dep Bcl-2 dep
Positivo | Negativo Positivo | Negativo
Sexo | Masculino 5 6 0,70 6 6 0,63
Feminino 8 5 5 2
Idade (anos)* 65 44 0,02 66 47,5 0,05
Perfil CG 3 7 0,09 3 3 1,00
nCG 10 4 8 5
LDH Normal 9 7 0,47 7 2 0,15
Elevado 0 2 3 5
Oe 1 6 9 6 6
IPI 2 2 NA 3 1 NA
3 1 1
4e5

*Mediana dos valores; NA: ndo avaliavel.

As curvas de SG e SLE de todos os pacientes, dos pacientes com linfoma

tonsilar e dos pacientes com linfoma nodal segundo a expressdo IHQ da

proteina Bcl-2 sdo mostradas a seguir (graficos 12, 13 e 14). Pacientes com

linfoma tonsilar e com expressdo de Bcl-2 mostraram menores SG e SLE,

sendo a SLE significantemente menor (p= 0,02).
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Grafico 12: SG e SLE segundo a expressao de Bcl-2 em todos os pacientes (log-rank test).
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Grafico 13: SG e SLE segundo a expressdo de Bcl-2 nos pacientes com linfoma tonsilar (log-
rank test).
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Grafico 14: SG e SLE segundo a expressdo de Bcl-2 nos pacientes com linfoma nodal (log-
rank test).

A figura 9 mostra a expressdo imuno-histoquimica da proteina Bcl-2 nos dois
grupos de pacientes.

6.6 PROTEINA p53

A expressdo da proteina p53 foi encontrada em 11/24 pacientes com linfoma
tonsilar (45,8%) e em 9/19 pacientes com linfoma nodal (47,4%), com p= 0,83.

Considerando-se juntos todos os 43 pacientes, a proteina p53 foi expressa em
20/43 pacientes (46,5%).



63

Figura 9: Expressdo IHQ da proteina Bcl-2. Em A e B observa-se a forte expressdo de Bcl-2
(marcagéo citoplasméatica em marrom) em paciente com linfoma tonsilar (aumento de 40 e
200X, respectivamente). Em C e D observa-se mesmo aspecto descrito anteriormente em
paciente com linfoma nodal (200 e 400X, respectivamente).

As caracteristicas dos pacientes segundo o grupo (tonsilar ou nodal) e a
expressdo de p53 sdo sumarizadas a seguir na tabela 18. Pacientes com
linfoma tonsilar do sexo masculino mostraram maior positividade para p53 e
pacientes do sexo feminino mostraram maior negatividade para p53 (p= 0,03).

A andlise dos paradmetros mencionados na tabela 18, quando comparados
entre pacientes no mesmo grupo de expressdo da proteina p53 (positivo ou
negativo) versus linfoma tonsilar e nodal, ndo mostrou nenhuma diferenca
estatisticamente significante.

Também, a andlise comparativa da sobrevida global de todos os pacientes, dos
pacientes com linfoma tonsilar e dos pacientes com linfoma nodal segundo a
expressdo da proteina p53 (se positivo ou negativo), ndo apresentou diferenga
significante (p= 0,91; 0,36 e 0,20, respectivamente — log-rank test). Na SLE a
diferencga entre os grupos (todos os pacientes; linfoma tonsilar e linfoma nodal)
também néo foi significante (p= 0,85; 0,41 e 0,33, respectivamente — log-rank
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test). Embora sem significancia estatistica, pacientes com expressédo de p53
com linfoma tonsilar mostraram SG e SLE melhores que pacientes negativos.
O contrario ocorreu com pacientes com linfoma nodal (a positividade para p53
mostrou SG e SLE menores que pacientes negativos).

Tabela 18: Caracteristicas dos pacientes com linfoma tonsilar e nodal segundo
a expressao de p53

Parametros LDGCB tonsilar Valor LDGCB nodal Valor
Proteina p53 dep Proteina p53 de p
Positivo | Negativo Positivo | Negativo
Sexo | Masculino 8 3 0,03 6 6 1,00
Feminino 3 10 3 4
Idade (anos)* 49 63 0,08 62 60 0,93
Perfil CG 4 6 0,69 2 4 0,62
nCG 7 7 7 6
LDH Normal 10 6 0,18 3 6 0,34
Elevado 0 2 5 3
Oe 8 7 5 7
Pl 2 1 1 NA 2 2 NA
3 1 1
4e5

*Mediana dos valores; NA: ndo avaliavel.

A figura 10 mostra a expressdo imuno-histoquimica da proteina p53 nos dois
grupos de pacientes.

6.7 CD34

A andlise da densidade dos microvasos marcados pelo anticorpo CD34 foi
realizada em 20 dos 24 pacientes com linfoma tonsilar e em 18 dos 19
pacientes com linfoma nodal. Nos pacientes em que a analise deste marcador
ndo foi realizada, o principal motivo foi fragmento de bidpsia exiguo impedindo
a contagem minima de quatro campos consecutivos. Um paciente com linfoma
tonsilar apresentava também alteracdo vascular secundaria a ulceragao no
epitélio e nao pbde ser avaliado.
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Figura 10: Expressdo IHQ da proteina p53. Em A e B observa-se a forte expressdo de p53
(marcagdo nuclear em marrom) em paciente com linfoma tonsilar (aumento de 200 e 400X,
respectivamente). Em C e D observa-se mesmo aspecto descrito anteriormente em paciente
com linfoma nodal (200 e 400X, respectivamente). Em E e F observa-se paciente com linfoma
nodal com fraca expressdo da proteina p53 (200 e 400X, respectivamente).

Nos pacientes com linfoma tonsilar a mediana de microvasos marcados pelo
CD34/area de superficie foi de 11 microvasos/campo, variando de 6,3 a 26,3
microvasos/campo (area do campo= 0,20 mm?). Nos pacientes com linfoma
nodal a mediana de microvasos marcados por campo foi de 9,2 variando de 6,3
a 17,7 microvasos/campo, ndo sendo significativa a diferenga das medianas
entre os grupos (p= 0,10 - teste Mann-Whitney). As contagens dos microvasos
nos dois grupos de pacientes sdo mostradas no Apéndice B. A média geral de
microvasos marcados pelo CD34 foi de 10 por campo.



66

Para a andlise das sobrevidas segundo o numero de microvasos/campo 0S
pacientes foram divididos em dois grupos: a) com < 10 microvasos/campo —
considerados como de menor densidade e, b) com mais de 10
microvasos/campo — considerados de maior densidade. Os pacientes com
maior densidade de microvasos dos grupos todos os pacientes e linfoma
tonsilar apresentaram piores SG e SLE que pacientes com menor densidade.
Nos pacientes com linfoma nodal ocorreu o contrario: os pacientes com maior
densidade de microvasos/campo apresentaram melhores SG e SLE. Contudo,

estas diferengas ndo foram significantes conforme mostrado nos graficos 15,
16 e 17 a seguir.
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Grafico 15: SG e SLE segundo a quantidade de microvasos/campo em todos os pacientes
(log-rank test). Legenda: MV= microvasos.
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Grafico 16: SG e SLE segundo a quantidade de microvasos/campo nos pacientes com linfoma
tonsilar (log-rank test). Legenda: MV= microvasos.
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Grafico 17: SG e SLE segundo a quantidade de microvasos/campo nos pacientes com linfoma

nodal (log-rank test). Legenda: MV= microvasos.

A figura 11 mostra a marcagdo dos microvasos pelo CD34 em ambos os

grupos de pacientes descritos (tonsilar e nodal).

pelo CD 34 (em marrom) em paciente com linfoma tonsilar, mostrando uma moderada
quantidade de vasos positivos (aumento de 40X, 40X, 100X, respectivamente). Em D, paciente
com linfoma nodal mostrando menor densidade de microvasos/campo (100X).
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6.8 CD5

A pesquisa da expressado imuno-histoquimica do CD5 foi negativa em todos os
pacientes, de ambos os grupos (figura 12).

] . - . e .

Figura 12: Expressdo IHQ do CD5. Em A, ha positividade para CD5 em células pequenas
(reacionais) em paciente com linfoma tonsilar. As células neoplasicas (grandes) sdo negativas
(200X). Em B, paciente com linfoma nodal negativo para CD5. Ha também pequena célula (no
centro), positiva para CD5 — marcagao citoplasmatica em marrom (200X).

6.9 HIBRIDIZAGAO IN SITU PARA EBV

A pesquisa da infecgdo pelo EBV nos linfomas tonsilares e nodais resultou
negativa. Foram encontradas rarissimas células isoladas positivas para o EBV
em dois pacientes (um tonsilar e outro nodal) conforme mostrado nas fotos a
seguir (figura 13).

O apéndice C apresenta duas tabelas com algumas caracteristicas
laboratoriais e a marcagdo dos principais anticorpos utilizados na imuno-
histoquimica nos dois grupos de pacientes.
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Figura 13: Hibridizagao in situ para o EBV. Em A observa-se célula isolada positiva para o EBV
em um paciente com linfoma nodal (seta) — marcagdo nuclear em vermelho (400X). Em B
observa-se pequeno linfocito positivo para EBV em meio as células do epitélio da tonsila
palatina (400X). Em C e D observam-se controles positivos da reagéo (paciente com linfoma de
Burkitt (400X) e com mononucleose infecciosa (100X), respectivamente).
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7 DISCUSSAO

O LDGCB representa cerca de 30 a 40% dos diagndsticos de LNH realizados
em diversas séries estudadas. Na regido de cabega e pescogo, esta propor¢ao
¢ ainda maior e geralmente este subtipo histolégico representa também a
maioria dos diagnésticos de linfoma das tonsilas palatinas (YUEN & JACOBS,
1999; NATHU et al., 1999; SILVA NETO et al., 2008). Atualmente, uma forte
tendéncia no estudo dos LDGCB é a sua classificagdo em subgrupos
prognoésticos segundo a expressdo imuno-histoquimica de determinadas
proteinas que podem conferir melhor ou pior prognéstico (HANS et al., 2004),
além da pesquisa da associagdo com infecgdo viral, principalmente pelo EBV
(PARK et al.,, 2007). Como apresentamos em Salvador uma incidéncia
aumentada de LDGCB das tonsilas (SILVA NETO et al., 2008), fizemos este
estudo para caracterizagdo IHQ dos linfomas das tonsilas palatinas e
pesquisamos sua associa¢gao com infecgao pelo EBV.

Em relagdo ao niumero de casos de LDGCB diagnosticados no periodo do
estudo (44,6%), o dado é compativel com a literatura, pois h& referéncia que
cerca de 30-40% dos diagnésticos de LNH sdo de LDGCB (YUEN & JACOBS,
1999; NATHU et al., 1999).

Se considerarmos apenas os pacientes com LDGCB das tonsilas palatinas,
nosso dado também é compativel com a literatura (4,2% dos diagnésticos). A
maior casuistica publicada destes linfomas foi estudada por Krol et al., em
2001, na Holanda e, de 1.168 pacientes estudados, 42 casos eram de LDGCB
das tonsilas palatinas (3,6%), dado muito préximo ao nosso.

A maioria dos nossos pacientes foi tratada com esquemas de quimioterapia
baseados em antraciclina, considerada a terapia padrao de primeira linha para
LDGCB. Apenas um destes pacientes foi tratado com esquema R-CHOP, o que
mostra a necessidade de adicionar a imunoterapia ao tratamento dos pacientes
com LDGCB tratados na rede publica, pois esta droga mostrou importante
ganho na SG e nas taxas de cura dos pacientes com LDGCB (SEHN et al.,
2007).
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Em relagdo aos dados demograficos, nossos pacientes com linfoma tonsilar
apresentaram idade em torno de 60 anos, compativel com a maioria das séries
estudadas (LEE et al., 1994; KROL et al., 2001; GURKAYNAK et al., 2003).
Porém foi observada diferenga em relagdo ao sexo: enquanto a maioria das
séries estudadas mostra um predominio do sexo masculino (LEE et al., 1994;
KROL et al., 2001; GURKAYNAK et al., 2003; FRATA et al., 2005;
MOHAMMADIANPANAH et al., 2005), apresentamos uma discreta maioria de
pacientes do sexo feminino com LDGCB das tonsilas palatinas (13/24 casos).
Nos pacientes com linfoma nodal houve predominio do sexo masculino.

Apesar dos pacientes com linfoma tonsilar terem apresentado SG e SLE
maiores que os pacientes com linfoma nodal, estas diferengas ndo foram
significativas. Isto pode ter ocorrido, pois a maioria dos pacientes apresentava
IPI de baixo risco (entre zero e um), mostrando um bom prognéstico que néo
foi suplantado pelo local da apresentagéo inicial do linfoma.

Se considerados todos os pacientes do estudo juntos, o IPl mostrou-se eficaz
para distinguir pacientes com melhores SG e SLE, pois pacientes com |PI entre
zero e um mostraram SG e SLE significantemente maiores que pacientes com
IPl 2 dois. Este dado também valida o IPI em nosso meio, confirmando seu
valor como fator prognéstico conforme j& demonstrado em diversos outros
trabalhos (SHIPP et al.,, 1993; HALLACK NETO et al.,, 2005; SEHN et al.,
2007).

No grupo de pacientes com linfoma tonsilar, a separagdo conforme o IPI (se de
baixo ou de alto risco) ndo mostrou diferenga nas SG e SLE. Isso ja foi
observado anteriormente pelo nosso grupo (SILVA NETO et al., 2008),
sugerindo que o IPI talvez ndo seja o melhor fator progndstico a ser levado em
consideragdo nos linfomas extranodais. Esta observagdo é reforgada pela
diferenga significativa na SLE apresentada pelos pacientes com linfoma
exclusivamente nodal e com IP| de baixo risco estudados no presente trabalho,
que apesar do numero de casos reduzidos, mostraram melhor SLE que
pacientes com linfoma nodal e Pl = dois.
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Conforme demonstrado recentemente por outros autores a contagem
linfocitaria ao diagnéstico apresenta correlagdo com a sobrevida. Aqueles
pacientes com linfocitos < 1.000 células/mm?3 apresentam piores SG e SLE que
os demais (KIM et al., 2007; COX et al., 2008 (a,b); TALAULIKAR et al., 2008;
OKI et al., 2008). Estes dados sdo reproduzidos no nosso estudo, pois 0s
pacientes com linfoma tonsilar e linfécitos > 1.000/mm3 ao diagnéstico
apresentaram SG e SLE significantemente maiores (p= < 0,0001 e p= 0,003,
respectivamente) que os pacientes do mesmo grupo com linfocitos <
1.000/mm3. Se considerados todos os pacientes estudados juntos (tonsilar e
nodal), a contagem linfocitdria se manteve significativamente associada com
SG superior naqueles pacientes com contagem linfocitaria > 1.000/mm3 ao
diagndéstico. Acreditamos que o numero pequeno de pacientes do grupo de
linfoma nodal possa ter influenciado na avaliagdo da sobrevida segundo a
contagem linfocitaria, ndo havendo significancia estatistica neste grupo.

Os percentuais de positividade para os anticorpos CD10, Bcl-6 e MUM1 foram
semelhantes aos encontrados pelos outros autores nas séries anteriormente
estudadas (Tabelas 4, 5 e 6; pagina 28). Pacientes com linfoma tonsilar
apresentaram significantemente mais expressao de Bcl-6 que linfomas nodais
(p= 0,007). Se considerarmos o Bcl-6 isoladamente como um marcador de CG,
podemos dizer que em comparacdo com linfomas extranodais em outros sitios
anatdmicos como estdmago e intestino, os linfomas tonsilares apresentam
predominantemente perfi de CG (MITCHELL et al.,, 2008), porém se
considerado o algoritmo de Hans et al. (2004), os pacientes com linfoma
tonsilar apresentaram discreta maioria com perfil nCG (58,4%), semelhante ao
encontrado também por Wong et al. (2009).

Diferente de outros autores, nds nao encontramos diferenga significativa na
relagdo entre a positividade dos anticorpos CD10 e Bcl-6 e melhor SG e
também em relagdo a positividade para MUM1 e pior SG (Tabelas 4, 5 e 6;
pagina 28). Estes marcadores, isoladamente, ndo se mostraram Uteis na
diferenciagdo de subgrupos prognésticos no presente trabalho.
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Nos pacientes com linfoma tonsilar, a SG e SLE de pacientes com perfil de CG
mostrou-se melhor que a de pacientes com perfil nCG, conforme apresentado
em outros estudos (ALIZADEH et al., 2000; ROSENWALD et al., 2002; HANS
et al., 2004). Contudo, esta diferenga, no presente estudo, nao foi significante.
Isto pode ter ocorrido pelo pequeno numero de pacientes nos dois grupos
estudados. Importante ressaltar que pacientes com linfoma nodal apresentaram
também maioria com perfil nCG (68,4%) e este subgrupo apresentou SG e SLE
melhores que pacientes com perfil de CG (sem significAncia estatistica),
contrariamente a outros estudos apresentados (ALIZADEH et al., 2000;
ROSENWALD et al., 2002; HANS et al., 2004).

A expressao IHQ da proteina Bcl-2 vem sendo consistentemente associada a
piores SG e SLE na maioria dos estudos (Tabela 7; pagina 29). Neste trabalho,
observamos SLE significativamente mais baixa nos pacientes com linfoma
tonsilar Bcl-2 positivos (p= 0,02). Se considerado todo o grupo (tonsilar e nodal)
a positividade mostrou tendéncia a pior SLE (p= 0,08). Estes dados corroboram
a vasta literatura sobre o tema (Tabela 7; pagina 29), porém acreditamos que
ndo se reproduziu na SG pelo pequeno numero de pacientes ou porque a
maioria dos pacientes apresenta IPl de baixo risco.

Em nosso trabalho observamos expressdo da proteina p53 em 46,5% dos
pacientes, dados compativeis com outros trabalhos brasileiros que avaliaram a
expressdo desta proteina em LDGCB (PAGNANO et al., 2001; KERBAUY et
al., 2004; DOMINGUES et al., 2006). Embora sem significancia estatistica e
diferente de outros estudos (PIRIS et al., 1994; LEROY et al., 2002; VISCO et
al., 2006), a positividade para p53 foi associada com melhores SG e SLE nos
pacientes com linfoma tonsilar, ocorrendo o contrario com os pacientes com
linfoma nodal. Isto deve chamar a atengdo para o fato que a correlagéo de
positividade para p53 com sobrevida pode ser diferente em pacientes com
linfoma nodal e extranodal. Estudos com maior nimero de pacientes e
envolvendo outros sitios extranodais podem ajudar a confirmar ou nao esta

observacgao.
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A diferenga entre a densidade dos microvasos nos dois grupos de pacientes
apresentou uma tendéncia para maior densidade nos linfomas tonsilares, com
p= 0,10. Nado encontramos outros trabalhos comparando a densidade dos
microvasos em diferentes sitios de acometimento como estudado no nosso.
Em relagdo a sobrevida e o perfil de densidade, observamos melhores SG e
SLE nos pacientes com linfoma tonsilar e com menor densidade de
microvasos, porém sem significancia estatistica, achado corroborado por outros
estudos (RUAN et al., 2006; JORGENSEN et al., 2007; TZANKOV et al., 2007).
Contrariamente, a maior densidade dos microvasos foi associada com melhor
sobrevida nos nossos pacientes com linfoma nodal. Isto sugere que a
densidade dos microvasos pode ter valor prognéstico diferente segundo o sitio
de apresentag¢ao do linfoma.

No presente trabalho todos os pacientes foram negativos para o marcador
CD5. A expressdo deste marcador tem sido relatada como entre 5-10% dos
pacientes com LDGCB de novo, conferindo um pior prognéstico (HARADA et
al., 1999; YAMAGUCHI et al., 2002). Devido a negatividade nao pudemos
avaliar este dado. Contudo, em outro estudo envolvendo pacientes com
LDGCB do trato aerodigestivo, os 17 pacientes com linfoma nas tonsilas
palatinas também foram CD5 negativos (WONG et al., 2009), semelhante ao
encontrado em nosso estudo.

Recentemente, um novo subtipo de LDGCB especificamente associado ao
EBV em idosos foi descrito pela OMS (SWERDLOW et al., 2008). Nestes
pacientes, como em LNH em geral, a infecgdo pelo EBV tem se revelado como
um biomarcador de pior prognostico (PARK et al., 2007). No nosso estudo a
infecgdo pelo EBV foi observada em raras células ndo neoplasicas em dois
casos, portanto ndo conseguimos demonstrar uma associagao entre a infecgdo
pelo EBV e LDGCB tonsilares ou nodais. Apesar da nossa pequena casuistica,
este dado é distinto do descrito por Park et al., (2007) que observaram uma
frequéncia desta associagdo viral em 9% de 380 casos de LDGCB. Uma
discrepancia ainda maior pode se observar quando comparamos com os dados
de Bahnassy et al., (2006), que demonstraram a infecgdo pelo EBV em 90%
dos 50 casos de LNH de cabega e pescogo estudados no Egito.
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Infortunadamente, ndo nos foi possivel extrair deste trabalho a frequéncia desta
infecgdo em linfomas tonsilares, tornando dificil comparagdo. Por outro lado,
corroborando com o0s nossos dados, Wong et al. (2009) estudando 17
pacientes com LDGCB tonsilares na Malasia ndo observou nenhuma
associagdo com a infecgdo pelo EBV. Isto reforga a idéia que os LDGCB
tonsilares fazem parte de um grupo heterogéneo de linfomas com patogénese
distinta.

A auséncia de associagdo da infecgao pelo EBV em LDGCB em tonsilas em
adultos no nosso meio foi um dado inicialmente inesperado. Considerando que
a porta de entrada da infecgao pelo EBV é a orofaringe (OHGA et al., 2002),
que tonsilas de criangas brasileiras apresentam significantemente mais células
infectadas pelo EBV que criangas alemas (ARAUJO et al., 1999) e que células
B permanecem com infecgdo latente durante toda a vida (COHEN, 2000),
esperavamos que esta infecgdo estivesse associada, pelo menos em parte, a
patogénese dos LDGCB tonsilares. A semelhanca do sugerido para os
linfomas de Burkitt (BELLAN et al., 2005), uma explicagdo para o fato € que,
sendo a infecgdo pelo EBV seletiva para células B em determinado estagio de
maturagdo (que possuam receptores CD21), postulamos que os LDGCB em
tonsilas em nosso meio possam ter origem em células B ndo passiveis de
infecgéo pelo EBV.

A patogénese do EBV em LDGCB, embora relacionada & pior prognostico, nao
estd completamente elucidada e uma possibilidade é que, durante a sua
evolugdo clonal, parte das células se infecte posteriormente a transformagao
maligna. Isto é corroborado pelo fato de que ndo € rara a observagdo da
infeccdo em parte das células malignas e ndo em todas as células. Isto é
distinto para os linfomas de Burkitt, pois nestes a clonalidade da infec¢édo pelo
EBV e a infecgdo em 100% das células esta demonstrada indicando que a
infecgdo precedeu a transformagao maligna (EPSTEIN et al., 1964). Assim, é
possivel que para os LDGCB, células com maior potencial maligno durante a
sua evolugéo clonal passem a expressar receptores para o EBV em parte das
mesmas. Isto explicaria a infecgdo em parte das células malignas e
consequentemente um pior prognéstico dos LDGCB, este ultimo relacionado a
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propria progressao clonal e a infec¢do pelo EBV, com ganho de mecanismos
bloqueadores da apoptose relacionados ao virus. Deste modo, apesar da alta
frequéncia dos LDGCB tonsilares no nosso meio, a infecgao pelo EBV ndo esta
implicada na patogénese destes linfomas. Desde que a frequéncia de LDGCB
tonsilares é alta no nosso meio quando comparada com outras séries e que a
teoria da estimulagdo antigénica esta relacionada a génese de linfomas B
extranodais, seria necessario um amplo estudo da patogénese dos LDGCB
para testar estas hipoteses.

Outros fatores de risco para cancer, principalmente da cavidade oral, como o
tabagismo e o etilismo (MULLER et al., 2005) foram pesquisados no presente
estudo e ndo foi encontrada associagdo, devendo-se destacar também que
esta é uma associagdo dificil de ser estabelecida sobretudo pelo pequeno
nimero de pacientes acompanhados nesta série e pela dificuldade de
quantificar os habitos em questdo num estudo de revisdo de prontuarios.

Portanto, apresentamos neste estudo caracteristicas clinicas, laboratoriais,
histopatolégicas e imuno-histoquimicas de 24 pacientes com LDGCB das
tonsilas palatinas e de 19 pacientes com LDGCB nodais, diagnosticados em
Salvador — Bahia e pesquisamos sua associagdo com a infecgado pelo EBV.
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8 CONCLUSOES

Os resultados encontrados permitem as seguintes conclusdes:

1. Pacientes com LDGCB acometendo as tonsilas palatinas apresentaram
predominantemente perfil ndo-centro germinativo, assim como pacientes com
linforna nodal;

2. Nos pacientes com linfoma tonsilar os fatores que influenciaram
significativamente a sobrevida foram a contagem linfocitaria ao diagnéstico e a
expressao de Bcl-2;

3. Nos pacientes com linfoma nodal o IP! influenciou significativamente a SLE;

4. Se considerados juntos os dois grupos de pacientes, o IPl e a contagem
linfocitaria ao diagnéstico influenciaram significativamente a sobrevida;

5. Nao houve diferenca significativa na sobrevida dos pacientes segundo a
expresséo de p53, densidade dos microvasos marcados pelo CD34 e perfil de
CG ou nCG;

6. Nao houve expressao de CD5 em nenhum dos pacientes;

7. N&o houve relagdo entre infecgdo pelo EBV e LDGCB das tonsilas palatinas,

nem com linfomas nodais.
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA

LIGA BAHIANA CONTRA O CANCER

026/08 Salvador, 14 de julho de 2008.

Dra lguaracyra Barreto Oliveira
Dr. Marinho Marques da Silva Neto

Senhores,

Informamos a V.S.as. que o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Aristides Maltez, apds anadlise de suas pendéncias, decidiu aprovar sem restricoes
o Projeto de Pesquisa Intitulado “Significados Progndsticos da Expressdo de
p63 EBV e Marcadores de Centro Germinativo nos Linfomas Difusos de
Grandes Células B Tonsilares” Protocolado no CEP sob n.® 185/07, em reunido
ocorrida na data de 30 de junho de 2008,

Atencicsamente,

\
/S 1

D] Comité de'Etice em Pesquisa
/ LBCC/HAM

5j

Av. Dom Jodo VI r° 332, Brotas - Salvador - BA. - CEP 40285-001
Fone (71) 3357-6800 - Fax (71) 3356-3090 - E-mail: presidencia@lbcc.org.br
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APENDICE A

FICHA PARA INQUERITO CLINICO

DADOS DO PACIENTE
Iniciais: Idade (diagnéstico Inicial): Registro:

Nome completo:

Sexo: Data do diagnéstico inicial:
Ne. biépsia: Ne. IHQ:
Diagnéstico anatomo-patolégico:

Diagnéstico apés IHQ:

Anticorpos utilizados:

CD3 | CD45 | CD20 | CD30 | CD34 | CD10 | Bcl2 | Bele | MUM1 | p53 | CD79a | Ki67

QOutros anticorpos:
Hibridizagéo para EBV:

DADOS DA DOENCA

Estadiamento:
Sintomas B? Acomete sitio extranodal?

Estado geral:
Parametros laboratoriais: (Com datas)

Ht: Hb: Leuco: Linf: Liquor:
LDH: Alb: Sorologias: HIV HTLV HepB HepC
Outros exames: (Com datas)

Rx:

1C:;

Us:

Bidpsia de medula éssea:

Tratamento:
Radioterapia: Inicio- Fim-




Quimioterapia: Inicio-

Protocolo utilizado:

Cirurgia:

Evolugao: Remissao?
Refratario ao tratamento?
Recidiva?

Ultima consulta:

ESTADO ATUAL
Vivo com remissao completa (

Obito: Devido a doenga (
Data do 6bito:
Perda de seguimento?

OBSERVACOES

95

Fim-
Ne. de ciclos:

Parcial ou completa?

Quando?
) Vivo com doenga ( )
Outra causa ( ) Qual?

Se sim, data da Gltima avaliagado:
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APENDICE B
LINFOMA NODAL — NUMERO DE MICROVASOS/CAMPO (C)

Caso C1 C2 | C3 | C4 | C5 | Cp | C7 | C8 | C9 | C10 | Meédia
113/99 5 6 7 6 7 5 8 6.3
162/00 | 12 9 9 8 9 11 i 9 10 6 8
01/001 12 9 13 9 6 8 8 7 10 10 9.2
206/01 10 9 9 11 13 14 12 14 8 11 11.2
445/01 #

665/01 8 4 8 5 9 6 7 6 7 i 6.7
116/02 8 8 12 5 8 8 9 11 5 8 8.3
816/02 | 10 8 6 5 7 8 9 9 o 8 75
820/02 | 16 19 26 17 14 12 16 17 22 18 17.7
960/02 | 14 6 9 8 12 9 14 10 11 11 10.4
267/03 5 5 6 12 7

366/03 8 9 10 12 11 9 11 14 8 7 10
1049/03 | 9 g 7 13 9 8.9
334/04 | 10 10 12 i 9.8
373/04 8 10 10 7 11 12 9 8 Fi 10 9.2
146/05 | 11 13 6 10 10 18 14 7 6 9 10.4
24/005 9 7 4 4 8 7 6.5
135/06 | 15 16 7 14 5 10 9 10 14 11 11.1
184/06 | 10 8 i 10 8 8 14 14 11 7 9.7

LINFOMA TONSILAR — NUMERO DE MICROVASOS/CAMPO (C)

Caso C1 C2 | C3 | C4 | C5 | Ce | C7 | C8 | C9 | C10 | Média
567/03 | 11 13 15 11 13 12 11 7 10 10 11.3
486/08 g 8 9 9 11 14 8 16 13 14 11.1
119/00 5 5 7 7 7 9 6.7
122/00 9 9 10 11 13 9 6 9.6
141/00 9 9 6 7 7.8
148/00 | 12 14 14 10 12.5
246/00 | 11 7 8 7 8.3
35/01 30 33 20 26 22 34 23 28 29 18 26.3
49/01 7 7 9 6 9 7.6
198/01 10 12 5 7 12 7 10 17 11 19 11
740/02 #
570/02 | 19 7 18 9 9 16 12 11 16 13
723/02 6 6 7 4 7 8 6.3
877/02 | 14 9 7 8 9 8 9 7 8.9
11/003 #
526/03 | 30 34 14 16 18 18 21.7
653/04 | 16 13 10 13 15 11 13 15 16 16 13.8
1106/04 | 16 14 18 19 13 16 15 18 16.1
403/05 | 16 7 11 10 11
627/05 | 10 6 5 6 6 7 9 7
693/05 | 10 14 12 8 8 10.4
92/06 §
696/06 #
20/007 | 16 18 4 (2 16 19 15 18 22 20 13.9

* Material com alteragdo vascular secundaria a ulceragdo e exiguo. # Material exiguo.
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APENDICE C
LINFOMA TONSILAR

Nv | IHQ |Linfocito |CD20| MIB1 {CD10 [Bcl-2 {Bel-6 IMUM1 |CD5 | p53 | Perfil | EBER 1:2 | LDH | IPI
1 ] 567:03} 680 Pos | 90% | Pos | Neg | Pos | Pos [Neg|Pos | CG Neg 298 1
2 [ 486:08 [ 1320 | Pos | 60% | Neg | Pos [ Neg | Pos [Neg[Pos} nCG Neg 256 0
3 111900 ] 1190 | Pos | 60% | Neg | Pos [ Pos | Pos [Neg|Neg| nCG Neq 460 2
4 | 122000 1400 | Pos | 60% [ Neg | Neg | Pos | Pos {Neg| Pos| nCG Neg 449 0
5 [141:00 [ 2380 | Pos | 80% | Neg [Neg [ Pos | Pos [Neg|Neg| nCG Neg 5171 1
6 [ 14800 | 2132 | Pos | 50% | Neq | Pos | Pos | Neg [Neg|Neg| CG Neq

7 | 24600 | 2320 | Pos Neg | Neg | Pos | Neg [Neg|Neg| CG Neg 312 1
8 | 3501 1536 | Pos [ 1002 ] Pos [Neg | Pos | Neg [Neg|Pos| CG Neg 259 1
9 | 4901 553 Pos | 30% | Neq | Pos | Pos | Pos [Neg|[Neg| nCG Neg 437 1
10 | 19801 Pos | 60% | Neg [ Neg | Pos | Pos {Neg|Neg| nCG Neg

11 ] 740602 | 1518 | Pos Neg | Neg [ Pos | Pos [Neg|Neg| nCG Neg 5601 1
12 [ 570:02 | 2627 | Pos | 50% | Neq | Neq | Pos | Neg [Neqg|Neag| CG Neg 363 1
13 { 72302 | 1692 | Pos | 70° | Neg | Pos | Pos | Pos [Neg| Pos | nCG Neg

14 1 877:02 | 2670 | Pos | 80% | Neg [ Pos | Pos | Pos [Neg| Pos | nCG Neg Normal| 3
15 | 1103 1860 | Pos Neq | Neq | Pos | Neg | N Neg| CG Neqg

16 | 526:03 | 387 Pos | 60% | Neg | Pos | Pos | Pos | Neg| Pos | nCG Neg 377 t
7 [ 65304 [ 2232 | Pos | 80% | Neg [ Pos | Pos | Pos [Neg|Pos | nCG Neg 375 2
18 |1106:04| 3922 Pos | 60% | Pos | Neg | Neq | Neg [Neg|Pos | CG Neq 253 0
19 | 40305 354 Pos | 50% [ Neq | Pos | Pos | Pos |Neg[Neg| nCG Neg

20 | 627:05 | 2254 | Pos | 60% | Neg | Pos | Pos | Pos | Neg|Neg | nCG Neg 117 0
21 | 69305 [ 2109 | Pos Pos [ Neqg | Pos | Neg {Neg|Pos | CG Neg 155 0
2 9206 | 2100 | Pos Pos | Pos | Pos | Neg | Neg|Neq| CG Neg 289 1
23 | 69606 | 2940 | Pos | 80% | Neg | Pos { Neg | Pos | Neg| Pos | nCG Neg 138 |
24 | 20:07 Pos Neq | Pos | Pos | Neg [Neg|Neg| CG Neq

LINFOMA NODAL

N | THQ [Lintocito {CD20} MIB1 { CD10| Bel-2 | Bel-6 | MUMi [CD5 [p53 ] Perti |EBERt1:2] LDH | 1Pl
1| 11399 | 3822 [ Pos | 90% | Neg | Neg | Pos Pos | Neg {Neg| nCG Neg 7901 1
2 116200 | 2160 | Pos | 60% | Neg | Pos | Neg Neg | Neg |Neg| nCG Neg 352 1
3 | o1 1349 | Pos | 40% | Pos | Pos | Pos Pos | Neq {Neg| CG Neg | 334 2
4 | 20601 | 2430 | Pos Neg | Neg [ Ne Pos | Neg [Pos| nCG Neg 389 0
5 | 44501 1365 | Pos | 75% | Pos | Pos | Pos Neg TNeg [Pos| CG Neg 589t | 2
5 | 66501 6820 Pos | 90% | Neg | Pos | Pos Pos | Neqg [Pos| nCG Neg 356 1
7 | 11602 [ 2142 | Pos | 80% | Pos | Neg [ Ne Pos | Neg [Pos| CG Neg

8 | 81&02 901 Pos | 80% [ Neg | Pos | Neg Pos | Neg |Neg| nCG Neg | 356 2
9 | 82002 1920 | Pos | 90% | Neg | Neg | Neg Pos | Neq |Pos| nCG Neg 11021 2
10 | 960:02 | 1178 | Pos | 80% | Neg | Pos | Neg Neg | Neg |Neg| nCG Neg 384 0
111 267:03] 1152 [ Pos [ 80% | Neg [ Pos [ Pos Pos [ Neg [Pos| nCG Neg 4931 [ 3
12 | 36603 | 2268 Pos | 80% | Neqg | Pos | Pos Pos | Neq |Pos| nCG Neg 181 0
13 | 104903 822 Pos | 90% | Neg | Neg | Neg Neg | Neg |Pos|[ nCG Neg 9311 1
14 ] 33404 | 1824 | Pos | 50% | Neg | Pos | Pos | Pos | Neg [Negl nCG Neg 529t | 14
15 | 37304 1638 Pos [100% | Pos | Nea | Neg Neg | Neq [Neg| CG Neg 351 0
16 | 146005 850 Pos Neg | Neg | Neg Neg [ Neg [Pos! nCG Neg 953t 1
7 | 2405 | 2842 [ Pos [ 80% | Neg | Neg | Pos | Neg [Neg [Neg| CG Neg 7201 1
18 | 13506 200 Pos | 80% | Pos | Pos [ Pos Neg | Neq [Neg|l CG Neg | 291 1
19 | 18406 | 2016 | Pos | 70% | Neg | Pos | Neg Pos | Neg |Neg| nCG Neg

LEGENDA: N2: nimero; IHQ: imuno-histoquimica; LDH: desidrogenase latica; IPI: indice
Prognostico Internacional; Pos: positivo; Neg: negativo; CG: centro germinativo; nCG: néo-
centro germinativo; 1: elevado em relagéo ao valor de referéncia.
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